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Die freieVi Aminogruppen im EiweiB. 


Ein Beitrag zur Ermittlung Aufbaus von Proteinen, 

Allgomein biologiaoli betrachtet darf dns „Eiwei6‘* bestimmter eiu> 
dcutigcr Funktionen auch als cin cinbeitlicher Begriff aiifgefaBt werdcn. 
Dieao Anschauung stcht nickt im Einklang mit dcr des Ghemikers, dor 
ihm dns Charaktcristikum cincs chemiscljcn Itidividuums ableugnen muB. 
Es fchicn liierftlr vMc Vornwssetzun^^gi und Anforderungen, wie z. B. die 
Konatnis der EiwciflkonstiUition, dcr MolekulargrOBc imd anderer ebe- 
mischor und physikalischor Kounzoichen. Wonn auch die ElcmontarnnalyBO 
^eigl, dnB am Aufbau dos EiwoiBos nur wonigo Elemeute toilhaben, dnB 
forner dio Botoiligung dcs Kohlensloffs, Wasserstoffs, Stickstoffs innorhnlb 
ongor Grenzon ztomlich konstant isl, so k5Dneu darous oben dooli koino 
Schllissc auf don innoron Aufbau des Ei\s'ciBe8 gezogen werden. Sngt ja 
schoii ])oi ciuQin viol klcinoren MolckUl dio elomontaro Zusnmmensotzung 
niclits mchr (Ibcr seine Konstitution uus. • 

Die Bausteine. 

Die bislierigen Methoden dcr Konstitutionsermittlung beruhten 
darnuf, daB man das so gut als radglich gereinigtc EiweiB einmal einem 
volIsLUncligcn Abbau unterwarf, un\l so die Art und Mengc seiner 
Bausteine feslzustelleii suchtc. Dies isl dJb Voraus%elziing ftlr alle weileren 
Qntersuchungen. Abor schon liicr siiid s^ir groBe Schwierigkeil^n zu ttber- 
winden. Nur toilweise und nur bci vcrhiiltnismiifiig einfach gcbautcri Pro- 
tcinen (Gelatine, Zein, Prolumin) ist dies einigernfaBen gelungen. 

Dann bautc man nur teilweisc ab, man erhiclt alao^grOBcre Kom- 
ploxc; aus dieseu fast unentwirrbaren Gemischeu glilckle es, einige ein- 
fach gohaute Spollstiickc zu fnssen. Ihr Aufbau wurde durch die voll- 
stlludigc Spaltung fcstgelegl und durch die Syntheso dann einwandfrei 
gesichert. Es ist das Vordiensl von E. Fischer, die Synthese in dieses 
Arbeit8ge])iel eingeftthrt zn haben, Damit hat er die Pcptidhildung im 
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EiM'ciB aichergestcllL oder sie, wenn wir houte nocli vorsiclitiger soin wollon, 
docli unter don Produkten der i^rmcntativen Spaltung absolut sicher be- .? 

wicecn, ^ ^ 

Der vollstandige Abbau des EiVeiBes kann duroli Fermente oder 
diirch langeres Koohen mit Minerolsilureu oder Baaeii erreiclit •werdeu. 

A\if diese Weisc -wurden. nua don vorscbicdeiiaten ticriacln^ und pflanzlichen 
Proloinen 20 Baustoino iaoliert, doren Struktur zum grOBton Toil orkiiunt 
iind dnrch Synlhese erwieson ist. Sie bcaitzcn alle mindcstcns cine Carbo- 
xylgriippe und tragen am bonaclj^arten Koblenatoffatom oino primilre 
Aminogruppo; eiuc AuBnahme bilUcn nur Oxyprolin imd Prolin, die atatt 
der Aminogruppo die ackuudiirc Iminogruppc dca Pyrrolidinriugcs enl> 
lialten. Alle Protcine cnthalCcn die glcichcn AminosUiircn, nur einzelue 
kflnnen in einzelncn fehlen. FOr manchc Arlon von Proteiuen gibl cs 
besonders charaktcristischl (^uppen, die verhUllniamiinig liUufig 
voi'handen aind und dadurch denj bclroffenden l^iweiB ein eigcnes 
Geprttge verloilien. In den Protamincn crrcicht der BoacngehaU 
ca. 70Vo dee Proteingewichtoa, in den Iliatonen otwa 30‘’/o; inonohc Pro- 
toino des StUtzgowobcs (Glulin, Elastin) besitzen cinen Glykokollgohall 
von 25 — 35®/o, die Globulino nur 3®/o» den Albuminou fchll diosor Buu- 
stoiu ganz; aucli das Casein cnthftlt keiii Glykokoll. Dio nlkohollOslichon 
Prolamine sind Vcrlroler vogotabiliachor EiwoiBstoffe, die sich durcli 
oincu schr hohon Gchali an GlutaininsUnrc auazoichncn. So w6ohBoli daa 
Bild stiindig, und cs ciUstckcn XJnicrschcidungsmcrkmalo zw|8clion 
einzelncn EiwoiflkOrpern, (be auch ihre biologiacho Wertigkeit bcciiifUiascn 
und sic in verschiedenein Grade bcfilliigcn, die itiglich zugrunde gohendo 
KOrpersubstanz, die Abnutzungatpiolc der EiwoiBstoffe, wiedcr zu eraetzen. 

Da wir ilber die feincren Yorgllugc bcl diesem Ersatz des Kttrper- 
oiweifios durcli das Protcingcnidfigc der Nahrung nichla Genaucs wissen, 
wir uns aber vorsLfllenWtiinncii, flaB die apczifisch cingcstollLon Fermente 
liicr die ge^amten Iprozesse rcgelmwcrdon, so hat es auch ein ganz erheh- 
liclics physiologisches Iiitejcsse, cinen liefcrcii Einblick in die Konstitutiou 
des EiweiBmolekdls zu gewinnen. Audi von diescin Gcsidilspnnklo ana 
wurde die vor[icgende Qiilersnclning begoimcn. 


Die Peptidbindung. 

Ea erJicbt sicli weilerhiu die Fragc, wic die durdi Abbau des Proteins 
erhaltenen Aminosiluron iin EiwciB solbsl mitcinandor verbunden Bind. 
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Hofmeister legte in seinem bertthmten Vortrag in Karlsbad im Jabre 
1902 anf G-rund von tJberlegimgen und damals nur sebr spilrlicb vor- 
bandenen Beobacbtungsmaterials^Oberzengend dar, daO der Hauptsache 
nacb nur eine sSiureamidaitige Yei^upfung in Frage kommen kann. 

Kohlenstoff-Kohlenstoffbindungen (-C-C-) sind ausge- 
schlossen, sie wi^den sicb nicbt durcb einfaches Kocben mit starken 
SSuren und Laugeu sprengen lassen. Wo das ausnahmsweise einmai.mdg* 
licb ist, liegen ganz besondere Verhaltnisse vor, wie z. B. Anbaufung von 
sauerstoffhaltigen Gruppen in der Nachbarscbaft. 

Saureanhydridartige Yerbin^ng ist nicht vereinbar mit dem 
neutralen Cbarakter des Proteins, weil dabei die basische Aminogruppe 
nacb auOen wirksam bleiben milfite. 

Esterbindungen kSnnen mdgbcb sein, wiiiden aber nur selten 
vorkommen, da im EiweiO zu wenig Oxyaminos&uren vorbanden sind. 
Dies dtirfen wir beute scbon sagen, ob^volil uns sicker nur ein kleiner Teil der 
vorhandenen Oxysauren infolg^ der groBen Scb^vierigkeit bei der Auf- 
arbeitung der Hydrolysate zu iaoUeren gegltickt ist. Erst vor'wenigen 
Jahren faud Dakin (1917) im Kasein eine neue OxysSure, die /5-Oxy*a* 
aminoglutars^ure, die dort sogar zu lO'^/o vorbanden ist; in der Gelatine 
scbeint sie zu fehlen. Dagcgen bUlt Dakin das Vorkommen weiterer Oxy- 
aminosSuren Uber das zu 0,4.-% isolierte Serin binaus fiir sebr wabrschein* 
lich. Und eben erst fand Schryver wieder eine neue Oxyaminosfiure, das 
Oxylysin, im Hydrolysat des Fischleims. Der unbekannte Stoff, der im 
Hydrolysat nocb steckt, crkldrt sicb aber im groBen und ganzen genbgend 
durcb die LbsUchkeit und Wandelbarkeil der bekannten Bausteine. Im 
Falle der Esterbiudung muBte indes auch eine basische Aminogruppe 
ttbrig bleiben. 

Fiir die schwer hydrolysicrbare A^bcrbindung, die auch mbgbch 
ware, gelten die gleicben Dberlegungen., * 

Als seiner ZeitHofmeister seine Gedanken uber^die saureamidartige 
Bindimg im EiweiB zum Ausdruck bracble, war bereits die Sleisterhand 
E, Fischers mit eiiiem groBen Slab vonMitarbeitera am Werk. E. Fischer 
faBt in seinem beruhmten Yortrag in der Deutschen Cbemiscben Gesell* 
schaft in Berlin im Jabre 1906 seine Ansicbt iiber die Struktur des EiweiB- 
molekiils wie folgt zusammen : „In der groBen Abnbcbkeit der kiinstUchen 
Polypeptide mit den Peptoncn, insbesondere beztigUch des Verhaltons 
gegen Pankreassaft, ferner in der Gewinnung des Glycyl-d*alanin-anhyd' 
rids aus Seide darf man eine neue, starke Sttttzo fiir jeue Ansicbt erblicken. 
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DaB man mit dioser Art der Yerkettung allein aub deu bis jetzt bekannten 
natBrliohen AminosUuren schon oino reoht stattliche Anzahl von Proteinen 
thoorelisch ableiten kann, liegt auf de:|. Hand und ist von Hofmeister 
in populUrer Form auefUhrlich gcsagt worden. Besondeis maunigfaltig 
wird natlirliob das Bild durch die Bctoiligung dor Aminodioarbons&uren 
(Asparagin- und GlutaminaUure), sowie der DiaminosHur^n (Lysin, Argiuiu 

UBW,), 

Ich mbchte aber hier darauf aufmerksam maclion, daB die einfaebe 
Amidbindung nicht die oinzige Mttglichkeit der Verkupplung im Protein* 
moleklil ist. Im Gegcutoil, ich hnlV)^ cs sogar fttr recht wahrschoinlich, daB 
einerseits Piperazinringo dort vorkommen, deren leichte Sprengung durch 
Alkali und Hllckbildung aus don Dipoptiden odor ihren Estorn ich so hUufig 
bei den khnatlichcn Produkton bcobachtet habc, und daB andererseits die 
zahlreichcn Hydroxylc doa Oxyaminosfiurcn keineswegs indifforentc 
Gruppen im ProloinmolckUl sind. I^e letzteren kbnntMi durch intromole* 
kulare Anhydridbildung in Ester* odcr Afdicrgruppcn tiborgehen, und die 
Mannigffiltigkeit wtlrdo aich noch crhdhon, wenii man PolyoxyaminosUuren 
als wahrschoinlicho Bcstandloile dos EiwoiBee voxaussotzt. Es liegt koin 
Grund yor, dieso Botrachtung weiter auszuspinncn, abor cs schieu mir 
dooh u6tig, auf die vorschiodonslon MOglichkeiton hinzuweiBcu, um allzu 
oinsoitigoii Anschauuugon, die der oxporimontellon Forsohung hindorlioh 
worden kdnuon, vorzubougou. 

In dom Aufbau dor ProUinc und ihrer vcrechiodoncn kompHziorten 
DcrivuCc hat die Natur, sovicl wir wissou, ihre hdchslo chcmischc Loistung 
errcicht, und cs wllrdc oiler Erfahrung dor orgaiiischcn Chcmic und dor 
Biologic widcrsprcchou, wonn sio sich liicr auf nur wouigo Typen besclirttnkt 
hatte.“ 

Nur durch den Vorgloich sll^nllichor physikalisoher, cIiomiBcher und 
biologischor Eigcnsclial'tcn der voi^ E. Fischer hcrgcslcllleii Bynllictischcn 
Polypeptide und der aus der parlicllcn Eiwcifihydrolyso gewounenen 
Peptide kofnile der r3ndgilUigo Beweis fttr die Einheitlichkoit des kttnst* 
lichen und dcs naittrliclicii Produktes golicfcrl worden. 

Der Vergleich und die tlbcrciiisUminung der Lttslichkeit, des 
Schinclz’ undZ^rsetzungspunktes, dcrspozifischeuDrchung.im Zusammen* 
hang mit don eutsprcchenden Eigeuschaften dor dargesLellten Derivatc, 
wnren ttberzeugend; zum SchluB kam noch der ’/.wingende Nachweis, daB 
die Fischersclion Produktc auch durch dieuntttrlichcn Fermcnlc gcspallou 
werdon. Dio Spaltbarkcil durcli nnlttrlicho Fcnrieiite allciii als Reweis 
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gelten zu lassen, war niclit angingig, dena man wuBte, daH auch k5rper- 
fremde Peptide von diesen Fermenten angegriffen werden, ja sogar Bolche, 
die auB optischen Antipoden au^gebaut waren. 

Durch Fermente, Einwirkuifg von Vasser bei erhdbter Temperatur, 
von Afineralfiauren, Alkalien, oxydierenden Mittebi, Mikroorganismen 
erfahren die i^iweifiatoffe und ihre Umwandlimgsprodukte eine mehr 
und mehr fortschreitende bydrolytiache Spaltung, welche, wenn 
die spaltenden KrSfte atark genug aind, schliefiUch eine vollatUn- 
dige wird (Zerfall in AmlnoaSmen und DiamiuosUuren). Aua der 
groBen Zahl intermediHrer Spaltuagapkrodukte, welche bei dieaem ProzeB 
neben- und nacheinander auftreten, aind unzweifelhafte chemiacbe 
Individuen biaher nur in kleiner Zabl isoliert worden. Sie atellen alle achon 
verhaltniamaBig kleine Molekflle dar und gehhren in die Gruppe der Poly- 
peptide. Die Hauptmenge dea Gemiachea der Spaltungaprodukte, speziell 
die ganze Menge der der Muttersubatanz nocb naher steheuden und noch 
EiweiBcharakter zeigenden ProSukte der Hydrolyae, barrt trotz vielfaoher 
Bemtihungen noch der Entwirrung. Man nennt nach einem Vorscblage von 
Ktlhne die durch Ammonsulfat auafSllbaren Spaltungaprodukte Albu- 
mosen, die durch dieses Salz nicht faUbaren und noch die Biuretreaktion 
gebenden nennt man Peptone, und man nimmt an, daB erstere grOBere 
Molektile darstellen, wfihrend in den Peplonen Produkte einer weiter vor- 
geschrittenen Hydrolyse vorliegen. 

Diese Auffassung iat nicht mehr aufrecht zu halten, seitdem man 
weiB, daB manche einfach zuaammcngcsetzte^Polypeptide ebenfalls durch 
Ammonsulfat ausaalzbar aind, wShrend andere komplizierter gebauto diese 
FSllbarkeit nicht zeigen. Skraup und v. Hardt* Stremayr legen der 
Abspaltung von Ammoniak, die beim Bcginn der Hydrolyse erfolgt, Be- 
deutung fiir die Bildung von Albumos^n bei. Das Prinzip, auf dem diese 
Trennung beruht, das verschiedene Verhalten der einzelnen Spaftungs* 
produkte Salzen gegeniiber, iat auch ^ur weitereu 4^ufteilung der Albu- 
mosen beniltzt worden. Es mag jedoch ausdriickltch bemerkt werden, 
daB eine Isolieruug chemiscber Individuen mit •diesen Methoden nicht 
mhglicb ist. 

Die Schwierigkeit, aus den Peptongemischen genau definierte 
Bruchstticke herauszuholen und als einheitlich zu charakterisiereu, ist 
sehr groB. Die einzelnen Substanzen sind sich alle in chemiscber Hinsicht 
zu Shnlich. Zur systematiachen Aufarbeitung der Peptone verwendete 
Hofmeister deabalb F&llungamittel, die auf ganz bestimmte cbeiuische 
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Gnippen eingestellt waren: z. B. PhoBphorwotframs&ure, Quecksilber- 
sulfat U8W., also Fallungsmittel, mit donen or gewisso Baustcine (Hexon- 
basen, Cystein) mit charakteristisohen. ^nippen immerhin in einzelnen 
Fraktionen anrcichcm konnto. Die gleic&e tJberlegung und gowissermafien 
die Fortsetzung dieser prilparativon Arbcitswciso gab Siegfried: er kam 
mit seiner Eisen-Ammoniak-Methodc und mit der Phosphorwolframsflure- 
fallung zu Kyrinon, die hauptsUchlich aus Arginin, Lysin sowio aus Gluta- 
minsilure odor aus Glykokoll bestanden; diose Kyrine sind basenreiclie 
Kbrper, wclche krisLalliaierle Phoaphorwolframato lieferten, Siegfried 
botrachtete sio als eiiihoillicho Siibkanzen, einc Anschauung, der nichl 
von alien Seiten zugcstinimt wurde. 

Schienen die methodiachen Scbwicrigkcitcn, „htthero Komplexo“ 
mit einheitliclicm Ghnraktcr aus don Pcptongemischen abzutrenuen, nahezu 
unilberwindlioh, sowaron dieVerauche zur Isolierung j^niedorer Komplexo“ 
von beaaerem Erfolgo boglcitct. Dio;von E. Fischer als Polypeptide be- 
zeichneten amidartigcn Anhydride dor A&inosfiurcn teilen wir nach der 
Anzahl dfer mitoinandor vorknilpfton AminosUuren in Di-, Tri-, Totra- 
Peptide usw. ein. Hire direkto Isolicrung aus don Poptongomisolien, otwa 
duroh Kristallisatiou, ist solton mdglich. Sohou bosser zugUnglioh sind sio 
in Form dor Dikotopiperazino, die man — oft unbcabsichtigt — orliUll, 
wonn man die Ester dor Dipoptido mit alkoholischom Ammoniak bohandolto. 
Sic sind Anhydride dor Dipoptido, .die sick loicht durcb Extraktion 
mit organiscbon Ldsungsinillojn gcwinuon lasscn. Eiuo dritte Mbgliohkoit 
zur Isolicrung dor niodorcn Poptido gibt uns ihrc Fahigkoit, sich mit 
Nnplitlialinsulfochlorid zii gut dofiniorbnron Kbrpern zu vorcinigen. 

E. Fischer bcschritt diescn Wog, um aus natOrliclicm EiwoiB Pop- 
tide abzuspalton; durch 24!-8LtlndigoHydroly8c von Scidcnfibroin mit kon- 
zentrierLer SalzsUurc und durcli utyiihfolgondc gocignclo Aufarbeitung kam 
er sclilieBlich zu cincm Dipcptidf dosscii Naplithalinsulfoveibiudung er 
isolicrte. Wahrachciillicli huudcllc es sich urn Naphthaliusulfoglyoylalaniu; 
cine sichcre Idcntinzterung, sowio cine geuauc Rcproduzieriiug dieser Sub- 
slanz war aber nicliL in><3glich. Einige Jahre spiilcr war von Fischer und 
Abdorhaldcn ( 1907 ) mil Hilfc cincr andoren Mctliode ein Dipeptid aus 
Seidenfibroiu hergesLellt wordon, desseu Slniklur bowicsen werden kounle : 
es war das Glycyl-d-nlanin. Die Mothodc boruhlo auf der TrennungsmOg- 
lichkcit dor MonoaminosUurcesler von don Esloru der Dipeptide: jene 
sind fltlchtig, dieso nicht. Durch Gberftilirung der Ester dor Dipeptido in 
die Dikotopiperazino und (lurch nachfolgendo hydrolytische Spaltung wur- 
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don die einzelneu Baiisteino gekennzoichncL. So wKMt 
Methyldiketopiperaziii die AininosUuren G-lykokoll »n^M-Alanin: 


CH2 

/ 

NH 

\ 


CO « 

\ 

NH~> NHa-CHa 


COOH + CIL 




CO — CH 


GH3 

In Uhuliclier Woise kamon Fischor nnd Abdcrlinlden zii dem 
Dipeptid Glyoyl-l-tyxoBin (ana Scido), zu Glyoyl-l-leucin (aus Elaatin); 
zu GlycyM-prolin. (ana Gelatine) ; sie isoliorten ferner aiis Seide ein Tetra- 
peptid, das bei vollstiUidigor Hydrolyse in die drei Bnusleino Glykokoll, 
d'Alanin, l-Tyrosin zorfiol. 
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Weitere SchluBfolgefting uber die Struktur zufolge 
der Peptidbildung. 

Untor dev Voraussetzung, dafl die Bansleinc dee EiweiBoe poptid- 
artig miteinauder vcrkuUpft sind, bcslcbon zwei MSgliclikciien : 

1. das EiwoiB isl cine langc Kotle; 

2. cs bestoht ans mchicrcn odcr vicicn knrzcn Kctlcn^ die gewiseor* 
maBen parallel gcschaltcL werdon; sie sind dnrcli die oben crwtihnteii 
aiidcren Binduugcu (Ester, Alhcr, •Sllurcanhydrid) odcr durch 
Partial-Vaicnzcn inilciunndcr vcrknttpfl. 

In beiden FlUlen mtlsscn wir eiidBlilndig saurc nnd biiHieclic Gruppcii Imbeii. 
Im ersten Fall je eiuc Carboxyl- nnd Aminogruppe oder dergleichen, ini 
zweiten Fall mehrere odcr vide. Wiovielc, Ulfit sich tuir angen, wenn wir 
das Molekulai’gewiclu des KiweiBes kenacii. 

« 

Die MoIekiilgroBe der EiweiBkorper. * 

Zn ihrer Beslimmung bcnnlzt man ohcmisvhe oder phyBikalischo 
Methoden. Voraussetzung isl iiHlUrlicli immer cine mliglichst weitgclriebenc 
Roinheit nnd Einhcillichkeit dcs Protein. Schon dicse Reinigung ist mit 
sclir groBen Schwierigkeilcn verknttpfl, die erst neuerdings ivieder SOroii- 
sen am Eiernlbumin gczeigt hat. 

Die chemisclien Methoden geben immer Aquivalentgcwiclite. Das 
Moleknlargewicht lilBl sich niir mil physikalischcn Methoden beslinimon. 
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Dabei glaubte man, sich dos osmotisohen Druokes bedienen. zu kfinnen, 
zumal gewisse Werte des Aquivalentgcwichtes mit dem so am nativen 
EiweiB gewonnenen Molokulargewioh^^ ausgezeichnet tlbereinstimmen 
(z. B. Hilmoglobin). Andere Molekulai^ewichtc, die durch kryoskopische 
Oder ebullioskopische Messungen in bestimmten Lbsungsmitteln (Phenolen, 
Eisessig) erbalten wurdon, waron wesenttich klciner und stimmten auoli 
iiberein mit anderen Aquivalontgewichten des nativon bii'tvoiB und dessen 
Derivaten, die man bei dor Salzbildung mit Sfturen und bci dor Ffillung 
mit gewissen Kolloidon (Cr[OH] 3 ) erbalten hatte. Man schlieBt houte daraus, 
dal3 das native EiweiB niebt cin einziges Riesonmolekiil darstellt, sondern 
daB es aus vielen Elementarkomplexon (Abderbalden) besteht, die durch 
lockere KrSftc (Nebenvalenzen) zusammengcbalten warden. Nuch Berg- 
mann „treten in den boohmolekularen Nalurstoffen dor Koblenhydrat- 
und Proteingruppe die Baustc*ue (Zuokcr, Aminosilure) untor Wasserabspal- 
tung in kleiner Zabl zu Gruppon zu|ammon, welcbe infolge ihrer Affini- 
tiitBverteilung filr sich unbesttindig sindT und einen stabilen AffinitiitS' 
auBgleioh* nur duroh Zusammentritt einer groBen Anzahl wcsonBUhnlicher 
Gruppen finden, die nur in ihrer Gesamtheit oinor Auftoilung in molekular- 
disperse kleinoro Elomonte erfolgroichon Widorstand ontgegonsetzen.*^ 

Das EiweiB als amphoterer Elektrolyt. 

Das EiweiB ist im groBen und ganzon cine noutralo Substanz, wie 
sich am beaten aus den Bcstiinmungcu seines isoolcktrisohon Punktos 
ergibt. Es bindot aber sowohl Bascu wie Stturen, wonn os in eine LOsung 
gcbrachl wird, in dcr dioso im tlbcrscIniB vorhandon sind, denn dcr Basen* 
odor Silurogolialt dicser Lbsuiig nimml dadurch nb; auf gcoignote Weisc 
kunn man auch das unvcrUnderlo EiweiB ausfftllcn und dann durch die 
Analyse die Bindung von Alkali odor SUufc cinwandfroi bestimmen. 
Ebenso werden Neutral- Salze gebuuden. Das EiweiB verhttll sich bier 
nicht ande/s wie soijie Bausteine, Jdr die Pfeiffer eine groBcReihe von 
KomplexverbiiiduugiJn mil den verschiedenslcu Neutralsalzen hergeslcllt 
hat. Diese Bindung von«Sllure- und Basonrestcii an die basischen und sauren 
Gruppen im EiweiB geht einhor rail oinor Andcrung dcr physikalischcn 
Eigenschafton des EiwoiBes, seines Dispersionsgrudes, dcr ViskositUt seiner 
LOsung, seiner Filllbarkeit usw. Audi die Fiillung durcli Salze von Schwor- 
motallen, wie Eisen, Quecksilber, Kupfer, oder durch Alkaloidrcngcntiou 
darf wohl zu der Bildung von Komplexvorbinduugen dor genaiiiitoii 
Heageiiticn mit Ammoniak und Ammoniakdorivaten in Parallde goaotzt 
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werden. Alles dies spriclit fttr das Vorhandcnsein von endstiindigen Car- 
boxylgruppeu und oiner entepvechenden Anzahl basischer Keste. 

Der Nachweis der Caiboxy^gruppc liiflt sioh nnoh WillslUtler leioht 
durchfUhren. Spiro und Lftfflef sowie Foreman batten bereits daraiif 
hingowiesen, daB manche Ammousalzo bci Zusatz von Glyzerin, Acoton 
Oder Alkohol ziy: Ldsung so verilndcrt werden, daB die Bissoziation des 
basisolien Anteils zui'ttokgodrangt wird. Der saure Anted lilBt sioh dann, 
wie Willsltttter gezeigL hat* mil Lnugc titrieron. Er hat diese Boobach- 
tung zu einer sehr brnuciibaren Methode vervollkommnot. Auch bei der 
Formoltitration von SBrenson wird ^as Carboxyl im EiweiB verwendet 
und abgeslittigt; also auch hier ist scin Nachweis wohl gegcben. 

Dio frcien basischon Oruppcn brauchen keinc primilron Amino- 
gi'uppen zu soin, auch die Iminogruppe und die Guanidogruppo dcs Ar- 
giuin kommen in Bctrachi, DaB Lctztoro wonigstons zum Teil frei vor- 
handeii und nicht zur Vorkntipfung^ des Arginiu verwendet wordeu ist, 
hat KosscI nachgcwieseu, indcm or das EiweiB (moist benutzte er arginin* 
reichc Protamine) mit starker Salpcterstturo bohaudello und claboi das 
Arginiu nitriorte. Aus den Hydrolyseprodukten konntc Nilroarginin 
isoliort wordon; ciuc ontsprcchendc Meugo Arginin fehlto. Liobou hat 
die Nitrieruiig dcs Protein woilor unicrsuchl, die Aufspaltuug kontTolIiorl 
und die Anzahl der Nitrogruppen, die ins EiweiB ointroton, bo5timmt> 
Tyrosin ^vivd in Orthostolhing nilriorl, Tryptophan betoiligt sich oben- 
falls. 

Die Amino- und Iminogruppe UlBt sich durch Formaldehyd in 
Methyleuverbindungon hbcrfhlircn (Scliiffsclie Reaktiou); dadurcli 
schwindcL ilir basischer Charakler, cin cnlsprcohendes Aqulvalcnt SUure 
wird mil Natronlaugc tiLri«5rbar (SOrensen). Dio primtlro Amiuogruppo 
reagiort mil salpoLriger Sftiiri* uiilcr Entwicklung von Sticksloffgas ; 
van Slykc hat dio Rcaklion zu einer JUeslimmungsmethode fUr primilre 
Aminogruppen ausgeaiJjcilet. ^ 

Auch das EiweiB rcagiert nach der Methode vofi Siironson und von 
van Slyke. In inunchen Prolcineii slimmen dio Werle tibereiu, in andoron 
wieder nicht; im allgemcinen werden uatUriich die „Sliren8eu“-Wcrlo hOher 
liegeu. Die „van Slyke“-Wcrlc siud von Kossel und von Osborne zum 
Lysingchall dcs EiwciBcs in Bezichung gebracht wordon. van Slykc 
schlofl aus seiuen Beslimmuugen, daB der Slicksloff der freicn Amino- 
gruppen glcich sci dor llilirio des LysiusticksLoffs. KosscI driickt sicli 
vorsiohtigor aus; cr botouLc uur den ParullelistnuH zwisclicn l)oidon in 
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del' ArL, claB die lysinfreien Proteino keine freien Aminogruppon ent- 
fialteu imd daB uuter dcii anderen meisl diejenigen roichor an freien 
f^miuogruppen sind, die auch mehr Lysii^euthalten. Damit steht im Ein- 
Idang, was Edlbacher durch die Bostiiiimung der N-Methylzalil bei ver- 
johiedenen Proteinon gefundon hat, und was Felix noch einmal durch 
iorgfMltige Bestimmungon des LysingobaltCB und des freien Aminostick* 
iloffs (nach Sttreusen und van Slyke) bei Arnchin, G&ycinin und Ge- 
atine geprdft hat. Es ging dnraus hctvor, daB nicht der ganze mit Phos- 
ihorwolframsaure fUllbare Stickstoff mil Formol titricrt wcrdcn kaun, 
ilso nicht nur Lysin sein kaun, und daB soniil nach van Slyke zu hohe 
Lysinworte erhnlten wcrden. Filr oine gesotzmaBige quantitative Bo- 
dehuug zwischcn Lysingchalt und frciem Amino-N, die fltr alle EiwoiB- 
c;6rper gHt, fehlen die Unterlagon. Es ist doch auoh gar nicht wahrsohein- 
ich, daB die Bausteine in alien Protexnen in gleicher Wcise gobunden sind. 
?tlr eiuige Proteino, wio fttr das (?a^in mag die Annahmo van Slykes 
iiitreffeu, bei anderen jedenfalls nioht (HistSno, Sturin, Gelatine, Glyoinin). 
3ei den Histonon ilbertrifft dor freie Aminostickstoff den Lysinstickstoff 
10 sehr, daB siohcr auch noch andore Bausteine ihro Aminogruppo froi, 
mbeaotzt habon. Mil diosou Bcobaohlungon stimmon solcho a)i Dosamino* 
)rotoinon Itberciu, Sohon Skraup hat EiweiB mil salpotrigcr Sliure bo- 
landell und untor don Hydrolysoprodukton daun das Lysin nicht mehr 
»dor nur in stark vormindorlor Mongo aufgcfuiidon. Solcho dosamidiorto 
Proteino sind inzwischon noc^^ viclfach untersucht wordon; die Untor* 
uchungon habeu dazu beigotragen, dio obcn cntwickolten Ansohauungon 
u stiltzen. Gorade beim Lysin lUUifcii sich dio Schwicrigkoiloii der Iso* 
iorung. Denn es stockt ja im Filtrat dor Silberbarytfdllung, in dio also 
uch alle Verunrcinigungen mil hinoiugcraton, dio dio voluminbso Phos- 
korwolframsauro-FUllung mitgorissen und oingoschlosson hat. Man kann 
tots nur einen Bruchteil des SlictsLoffs diosor Fraktion nls Lysinpikrot 
ur WUguug bringen^ 

Es wiirdc obeif schoii dio f^-Mothylzahl erwdhnl. Koasel und 
Idlbach or stellen sich^vor, daB die freio Aminogruppo im EiweiB bei dor 
Ichandlung mil molhyliorondou Ucagonlicn (Jodmethyl, Diazomothaii 
der Dimotliylsiilfat) belainisiorl wird. Nach der Zoifiolschen Methyl* 
nidbostimmung, dio sich auch nls Mikromethodo durchftthreii lilBl, wilrdo 
Iso eiu methyliertos Protein urn Stickstoff jeder freien Aminogruppo jo 
rei Mcthyle tragon. Herzig und Landstcincr glnuben, daB nur oine 
roihylgnippo aufgonommen wird, und daB dieso auch an die SAiiroamid- 
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bindung golit; eio habon mit Diazomethan goarbeitoL. Dio roclmcriscbo 
Verwertung dor N-Methylzahl stdBt also awf Schwiorigkoiten, solango die 
Voraiissetzung dafiir nicht ex^erimentell sichorgestollt ist. Auoh der 
Guauidiukem dos Arginin nimftit indcssen wahrscheiulioh Methyl un 
(Felix). 

AIb Aoylqiiotionl bezeiebnet Siegfried das Yorlitiliuis Sohwefol : 
Stickstoff; beido bcdeiitcn atomarc Mongon in oiiiom Protein odor dosson 
Bruchsttlokf das mit Arylsulfocblorid bobandelt ist. Der Quotient soil 
keineswegs ausdrilckcn, dafl die Sulforestc nur mit don Aminognippen 
roagiert habon. Das Vcrhiiltnis ist nui^ gowilhit, well der Stickstoff loioht 
bestimmt werdoii knnn. 

Auber den Aininogruppeii roagiert ubor hior aucli das Guanidin 
(Riefler, Siegfried). Bci dcr Acybenmg von EiweiBkbrporn kOnnon 
auch weitgehende Spaltungen eintroloQ. Sibgfried eriunort sohou daran, 
daB Imidazol (Bamberger und B«rl6) und seine in a- und ^’Stellung 
alkylierlen Homologon (Windaus und Knoop; Windaus) sowio andcro 
Iinidazoldorivato aufgospaltcn werden. Eine Carboxylgruppe in dor Sciton- 
kette dos Imidazol schiltzt den Ring vor dor Aufspnltung (Windaus, 
Kossol und Edlbacher, GorngroB), fohll dicso odor ist sic nicht inohr 
froi, so wird dor Ring aufgospallen (Windaus und Knoop, Frilnkol). 
Domentsprocliond scliwindct die Diazoroaktion unch dor Acylionmg dos 
EiweiBos. Schoii Kossol weist darauf bin, donn auch ini iutraprotoin* 
gcbundciion Histidin ist die Carboxylgruppe hcset/l, Siogfried botonl. 
dafi der Acylquotiont cine wiclitigc konslunle Zahl sei, doB os aber un- 
zulilssig ist, aus seiner GrdBc dirckt SchlilBse auf die Konstitution von 
Pop ton en und Proteinen zu zicbcii. 

Siegfried hat den Carbaminoquotiouten in unacr Schriftimn ein- 
gofilhrt. Die Aminosilnren binden bci niedcrer Tcnippralur in Kalk- odor 
Baryt-alkalischcr Llisung Kohlcnsjhirc.* Sie gcluyi in die Curbaininoslluron 
ilber, die sich als Erdalkalisalze gcwiiyicn lasaon. Bei iiiilieror'Toinpcratnr 
zerscLzen sie sich wiedor. Man bcsliinmt don Erctalkuligehall und sel'/t 
ihn in Beziohung zum Slicksfoffgcliall. Fttr die (Jinfaclion BauHteiuc und 
fttr die hbhereii Spnltprodnktc hat Siegfried in dicscin QuotienLoii ciu 
wertvolles Kriterium der Rcinbeit und Einheitlichkeit seiner Snbstnnzon 
gefundon. Auch die Proteiuc bindcu KohlonsiUirc, sogar bci Kttrperlcmpe- 
ratur. Die Reaktion ist biologiscb sicher von der allcrgrbBtcn Bedoutung. 
Zur Charakterisierung des Protein ist die Reaktion uber bislier nicht be- 
nutzt worden. 


13 



Das EiweiB als Anhydridkomplex. 

Die Kettenstruktur des Stfirkemolekfils ist heute verlaesen, sie hat 
a immcr etwas Unbefriedigendes gehabv, sic pa^t niclit zu dem schritt- 
iveisen Abbau dutch die diastatiscHen f’ermcnte. Man fafit sie heuto als 
5inen Komplex von Anhydriden dcs Zuckers auf, ohne den einzelnen Bau- 
tein bereits mit Sicherheit zu kenncn. Aller Voraussipht nach ist da- 
untor oin Anliydrid der Maltose. Ganz fthnlich aufgebaul mufl auch die 
Cellulose scin, im Ganzen nur komplizicrter und nur dann aufspaltbar, 
^onn die anhydridartigon Baustciue gloiohzeitig weitgehend vorilndort 
i^erden. Diese Untersuchungon gchefl auf Pictet, Pringshoim, Karrer, 
Itigl, HeB und andere zurtlck. Es liogt naho, sich auch dns EiweiB- 
Dolekiil fthniich aufgebaut zu denken. 

Bei seiner Aufspaltung wurden die Anhydnde von Dipeptiden, die 
ohon Fischer gut bekannt^n Djkctopipcrazine, mehrfaoh beobachtet. 
lie bilden sich Icichl aus Dipeptidoncund warden auch loichl. wieder auf- 
espalten. Ihre Auffindung als solchc beweist also noch nichl ihr primUrcs 
^orfcommen im Protein. Ssadikow und Zolinski habcu EiweiB mil 
tinner SUuro im Autoklnveu boi 160^ aufgospalton. Sic glaubon, solcho 
inhydride aufgefunden zu haben. Bci dioser Teinporatur ontstohen abor, 
do Brigl gezeigt hat, diese Anhydride aus den Peptidon. 

Troonsogard reduziert EiwoiB, das ordurch Acotylioron und Methy- 
oron alkohollOslich gomaclit hat, mil Natrium in siedondom Alkohoh 
Ir spaltet dann auf, hlHst die hasischon Antoilc mil Wasscrdainpf tiber und 
ucht nach den Reduktionsproduklon der Anhydride, d. li. dem Piperazin 
nd seinom Homologen. Er fund Piperidin umlPyrrolbascn. A bderhaldcn 
nd Stix isolierten Piperazin und MolhyIpi 2 )orHzin. Lclzlcrcs inuB aus 
cm Anliydrid des Alanylglycin cutBlnndcn scin. Das Dipeplid ist aus 
eidenfibroin, mit dem Abdcrhalden auch arbcilclc, beroits inchrfnch 
oliert worden. . • 
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Audi ein Rcduklionsprodukl des Soryl-nlanin-nnhydrid Iial Abdei-' 
ildcn gefaBt, 


Statt duroh Hoduktion kdnnen di 6 Anhydrldkomplexo auch durcl 
Oxydation so verUndert werden, dafi charakteristisclie Derivate entstehon 
die aus den Peptiden nicHt erkaken verden. Ancli hier haben AbdeZ' 
baldexx und Komm ganz neuerditigs bemeikenswerte Ergebnisse erzielt 

Docb mufi man sich immer vor Angen halten, dal) diese Anderungei 
im EiweiBmolekt^ nur mittels sebr eingreifendcr Operationen erziell 
werden. GewiB ist das Verholten reiner Peptide und seiner Anhydride 
unter den gleichen Bedingungen geprtift worden. Aber in einem Gemiscb 
mit 80 kompbzierter Zusammensetzung und den mannigfaltigsten Baustci- 
nen mOgen manche Reaktionen anders fiblaufen als in reiner Lfisnng. Bin 
Unterschied, wle er ja jedem prMparati v arbeitenden Cheinikcr bekannt ist. 

Abderhalden hat nach weiteren Beweisen ftir das primhre Yorkom- 
men der Diketopiperazine im EmeiB gesuobt. Sasaki bat gefunden, daB 
die Jaffcsche Reaktion* d. b. eine Reduktion der Pikrinshure zur Pikramiii- 
shure in alkalischer Lflsung niebt jiur vftm Kreatinin gegeben wird, sondern. 
nocli von einer ganzen Reihe von Stoffen, wenn die Einwirkung lange genug 
dauert oder bei httherer Temperatur vor sich gebt. Auch die Diketopipe- 
razine geben diese Farbreaktion, die Peptide und Aminoshuren aber nicht* 
Letzteres wurdc von Abdeihatden ausfhbrHcb nacbuntersucht, die Be- 
obachtung bestStigt und erweitert. Mancher EiweiBkdrpor gibt nun die 
Reaktion auch, und daraus zieht Abderhalden den SchluB, daB seine 
Annahme Uber das Yorhandensein von Diketopiperazinen im EiweiB zti 
Recht bestelit. Er variierte aucb die ReaktiSn, indem er die Pikrinshurc 
dutch m-Diuitrobenzol ersetzte. 

Damit ist nicht gesagt, daO die Peptidbindung im EiweiB nicht vor- 
kommt. Im Gegenteil liSlt er dicsen, von Fischer und Abderhalden 
selbst erhobenen Befund, vollkommen aiifrccht, Er betont nui% dafi dar- 
tiber hinaus sich aucb noch weitere Bindupgen, eben diese anbydndartigen 
Verbindungen finden. 

Manche Eiweiflkbrper werden vom Tierkorper id fitlssigem Zustand 
ausgeschieden; aufierhalb des Tierkorpers polymorisieren sie sich. So 
entsteht der Seidenfaden aus der Spinndrhse; und gerade mit Seidc, einem 
relativ einfachen EiweiBkdrper, hat Abderhalden gcarbeitet. Berg- 
mann und Miekeley haben das Schema fUr diesen Vorgaug als Modell 
bentttzt, indem sie ein Anhydrid aus Glykokoll und Serin herstellten. Das 
Diketopiperazin spaltet ein weiteres Molekiil Wasser ab und geht in einen 
Kfirper ilber, der in organischen LSsungsmitteln leiebt Ibslicb ist, auch in 
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Wasser. In dieBOiii vcrfindort er sich aber schon imcli gaiiz kurzer Zoit, ei- 
goht in eiuc Substanz von gleicher Zusammensotzung tibor, die jedoch 
jetzt in Wasser fast ganz unlbslich gcwgrdon ist. 

Da sich Eiwei(3 mil Ausnahino «dcr Seidc und iihnlichcr Koratine 
durch die Fermcntc uuacrcs Yerdauungskauals aufspalten lilBi, so inuB 
man dies auch von den Anliydridcn vcrlangen. DaB dies geschicht, ist 
iiocli nicht siohcr gestellt. Schon die SHure des Magensaf^es odor das Alkali 
dcr Vcrdammgssafto im Darm gcnilgl zur Aiifspaltung der Dikotopipo- 
rnzino; ini Kiirper, in dcr Zelle herrscht aber cine ncuLralc Reaktion; dort 
kann EiwoiB bei der Aiuolysc bv ziim Aminosaurcgemisch anfgespaltcn 
werden ; diese Proteasen mtisson daun auch die Diketopiperazinc aufspalten 
ktJnnen. Allcrdings mufl man dann auch hicrbcclonkon, dnB sich das freie 
Diketopiporazin andors vcrhaltcn kann, als das alhnUhlich aus dem EiwoiB 
herausgeschalte und erst freiwordondc. Die Fermcntc werden wohl berufon 
sein, zu entscheiden, ob die Anhydride im Eiweifi wirklicli primUr vorgo- 
bildet sind, in wclchen Eiwoifikarpern sfc cs sind und in welchen nicht. 
(Waldsohmidl-Lcitz.) 


I. NeueVersuche zur 
Kcfnstitutionsermittlung. 

Das eigene Arbeitsgebiet. 

• 

Wir haben uns in der vorliegenden Untersuchung die Frage vorgelegt, 
ob eine prSparative Festlegung der Aminogruppen im EiweiiS m5glich ist; 
wir stellten uns die Aufgabe, die freien Amino* und Iminogruppen so zu 
verftndern, da0 sie bydrolysebestindig bleibj^n. Aus dem Scbrifttum sind, 
wie oben bereits besprocben, verscbi^ene dbnlicbe Froblemstellungen 
bekannt; es ist dort allerdings «neist*Dicbt am EiweiO selbst, sondern an 
seinen Spaltprodukten gearbeitet worden. Nur Blum sowie Hirayama 
acylierten, Landsteiner und Kossel*£dlbacber metbylierten genuine 
Proteine. Apriori kttnnte man bei dem riesengroBenMolekitl des EiweiBes ein 
unentwirrbares Gemisob von den an der Aminogruppe belasteten EiweiB* 
bausteinen erwarten. Es kann aber aucb sein, daB nur einigewenige Bau* 
steine mitibrerbasisoben Gruppe fret sind, und daG gerade dies einCharak* 
teristikum des betr. Protein darstellt. Wie stets : es kam auf den Versuch an. 

I. Acylierung. 

Wir baben verschiedenc EiweiGkorper acyUert, in erster Linie 
sulfoniert, da die Sulfogruppe verschiedene Vorteile bietet. Diese Unter* 
suchungen sind nocb ziemlich im Anfang steckengeblieben, da die beiden 
anderen Metboden mehr Zeit und Arbeit beanspi'ucbten, als ursprttnglich 
zu erwarten war. Dieser Teil der ArbSit wird inzwi^chen wwtergefxihrt. 

li. Cyanamidaniagerung. 

Uberfiihrung der Amino- (Imino-) Gruppe in Guanidin. 

Eine zweite Art, die Aminogruppe festzulegen, beruht auf dem Piin- 
zip der Streckerschen Syntbese: durcb Anlagerung von Cyanamid an 
die AminosSure entstebt eine Guanidosaure. 
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NHj , C-NH 

Ycrsiiohc, (las Cyauamid an EiweiB solbsl unzuhcflcn, sind aus dcm 
Sclirifttum noch Jiiclit bcknnnl. Clemen Li hnL ini KoBselschen lusiitut 
Cyanomid an das Dipeptid Glycylglycin angclagcrt. 

In der Sluehelinsclien Kliifik in Basel wurde von Fujinami die 
Anlagerung von Cynnaniid an Glykokoll imd an cin PepLon, das diircli 
sclion'eude Alkaliliydrolyse aus Scide hergestcIlL war, unlorsiiclU. Das 
von Fujinami gewonnene Guanidopepton slelllc cin gclblichwoidcs, 
nicht hygroskopisohes Pulvei* mil^cinom StickstoffgeliaU von 20,4% dar, 
das nach seiner Hydrolyse init 20%igcr Salzsilurc nacJi dcr Methodc von 
van Slyke auf freien Aminoatickstoff gepriift vmrde; cs onlhielt 8,4% 
NHrj-N, dor GosamtatickstoffgchnU betrug 20,4%. Das Pepton liatte vor 
dor Bchandlung mitCyanainid einen NHg-N-Gchall von 5,1% und cinon 
Gosamtalickstoffgchalt von 14,4% N; nach dcr Hydrolyse war dcr Amino- 
sliokstoff auf 13,7% augestiegen. 

Wonn man Gelatine in wHsscrigor, scliwach ammoninkalisclior LOsiing 
mil Cyanainid vorsolzt, so kUiinlc sich dieses mOglichonvcise an die freien 
Aminogruppen anlagcrn. Es mUilien danu eininal Guanidoslliircn, illmlieh 
wio Krcalin onLstehen, und weiterhin durch Anlagerung an das Lysin 
cin homologcs Arginiii. 
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Audi anderc Wege, um die Amiiiogruppc in die Guuni(I()gnj})po 
Llbcrzufdliren, wurden von uns beschritlcn; wii* haben vorensl (la.s C) ana- 
mid nur deswegen angowandt. wcil cs heulc aus dein Kalkslickstoff in 
jclicbiger Menge billig zur YeH’iigimg slclil. Audi lagoii oh sicli iinler 
janz milden Bedingungen an, cine Neubildung von Aininognippon aus 
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doin ualilrlioheu Protein cracheiul dabci nnwahrsclieinlicli. Diese Bcdin- 
gungeii erftillon die andereu Motliodoii der Guamdierung nicht so olme 
weitorcs. 

Dio Guanidosiiuren wilrdcn^dann bei der sauren Hydrolyse uuter 
Waescraustrilt niid RingscbluB inchv odor wenigor Icicht in die Glyko* 
cyamidinc tibergehen. Es wiirdeu dadurch ncuc basische Bestandteilo im 
HydrolysaL auftrcteii. 

Wir liaben dcawegen Casein wnd Gelnliiio init Cyanamid bchandelt, 
das so verUndorto EiwciQ hydrolysiort iind im Hydrolysat naoh den ver- 
iindorten Baustcinou' gcsuchl. ^ 

Einc Kontrollc, ob sic Cyanamid angclngci'l batten, gab nucli das 
Verscliwindcn von froiem Aminoalickstoff, dor iniEiweifi nach van Slyke 
bostimint ^/erdon Icann. In der Tat war dicser bei der Gelatine, die uns 
als Ausgangsmalorial gcdicuL bat, etwa drqicinbalb mal so groB, als cr 
nacb dor Belinndlung mit Cyanamid gcfbnden wurde. Entspreohend batto 
aneb das EiwciB an Gcsamtstieksloll (nacli ICjcldabl bestimmt) zugc- 
nominen. Diosc Zuuahme war al)or grSBer als den verscbwundencn froien 
Aminogruppen eiilspriolit. Es muBlc sicb also das Cyanamid aucb nocb 
an Gruppcii augclagcrt liaben, die nacb van Slyke niebt roagioron. Die 
Gnauidingruppe dcs Argiuiu kominl wold kaum in Bclracbt. Es bleibt 
dann, soviol wir bcuLc wcnigsleiis wissen, luir die Iininognippe dcs Prolin 
mid Oxyproliu tlbrig. Es isl dies cin bcmerkenswerlcr Bofund. Bisber 
iiiinniL man an, da(3 das Prolin im Iniiern der Pc])lido sLcbl, also mit Car* 
boxyl- und iminogruppe gcbiinden isl. 

Die cxpcrimenLolIen Scliwicrigkcilcn, die sioh uns bei der Isolicning 
der neuen liasischcn Prodiiklo liolcn, waren unerwurlcL groB. Einmal 
ivissen wir ja niclu, wit* woii UingsoldiiB bei der Hydrolyse eingetreten 
isL. Sowoituns die Ainiiiosjlui’Ciizur Verrtigung sLandeii oder die Guanido- 
ailurcu aufaudeic Weise zugiingUrli waren, baben wir sic bergcslcllt und ibr 
Verhnllen unlcr den Bcdingiingen <Icr Hydrolyse imlersucht. Dio Belastung 
mil Alkylgruppcii kaiin den RingscUIufi bcglinslig(!ii«odcr henrtncii, was a 
priori nicht zu hugc'u isl. Einc zweile ScliwierigkciL besLchl darin, daB wir die 
Bason mit Pbo.-5plionvoirrams{liiro von den tibrigen Bcslandteilen des 
Hydrolysats abgclrcnnL liaben. Hire Wcitcrvcrarbciliing gcscbicht bei 
alkalischcr Reaklion. Dadurch werden die Ringkiirper mebr oder weniger 
wieder aufgespalLen, aua den Bascu cntslcbcn neulrale iind .sehr schwer 
Ibsliche Guanidosduren, die im Bariumnicdcrschlng bilngen bleibon. Denn 
dicse Kiirper wevden sirh nicht aiidcrs vcrbnlLcn als das Krealinin, von 
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dem Hahn iu den letastou Jaliren gez6igt hat, daB seine Aufspaltung odor 
die nmgekehrtc Reaktiou nur eine Funktion dor Wnsserstoffionenkon- 
zentration der LSsxing ist. 

Trotzdem bcdienten wir uns zunSchsl der PhosphorwoIframsUnrc 
imd arbeiteten auf dem tiblioben Weg wciter, d. h. wir teilcen durcli Silber 
und Baryt weilerhin auf. Hior muBte siob allcrdings cine drilLc Schwiorig- 
keit crgeben. Die Glykooyamidine wcrdcn cine audore Basizilllt haben 
nls das Arginin und sein Homologes, Sic werdeu also bci cinem andorou 
Barytgohalt der Lbsung gefallt werden. Diesen Unterechied dachten wir 
geradc zur Trenming ausnutzen «zu kftnnon. Kossol hat die Wasser- 
stoffionenkonzentrution der Ltisuug mit dor indikntorenmolhodo kontrol- 
liort und auf diese Weiso eine schUrfere Trenming von Histidin und Arginin 
erzielt. Dutch weitero Frakliouierung mil Hilfc der cntsprechcnden Indi- 
katoren haben wir bcim Koisoin die Fraktion aufgelcill. 

Im zweiten Versuch arbeite^ei^wir nur in saprer Lbsung. Inzwischen 
halten Kosselund GroB die 2 — i-Dinitf'o-l-naphthol'T'SulfosUure imter 
dem Namen Flaviansdurc ale Fulluugsmittcl fUr das Arginin cingeflihrt. 
Soin Homologes muBto damit auch gcfUllt werden kbnnon, Es sei aber 
sohon an dieser StcIIo bomorkt, daB auch diese Methodc nichl zuni Ziol 
ftthrto, Wir konntou das Homologo aus dor Fraktion nichl herauskristalH* 
sioren. Krealinin gibt oiu loioht lOslichos Salz. In dor Fraktion nus der 
Cyanamid- Gelatine Stockton aber roichlicho Mongen von Siibstanzen, die 
die Kristallisation des Arginii^ die ju sonsl solir vollstUndig vor sich gehl, 
hommlen. Das spricht immerhin dafUr, daB das Homologo vorhandon war. 

Aus der Muttorlaugc bekamen wir schlicBlicli auf einein laiigen Weg, 
rail Hilfo der Pikrolonshure, klcinc Meugen krislullisicrtcr Salzc; ihre 
Elcmentarzusammcnsetzung lilflt aber keinen SchliiB ouf oin bestimmtes 
ntomnres Vcrhyltnis zu. Wir scheinen irolz des einhoitlichen Aussehens 
der Kristnllc Gcmische in Hilndeiv zu haben. 

Wir haben gedacht,'^ das Homologc des Arginin mit Hilfc der Argiuase 
abtreuueu ’2\i kbnnen. Das Arginin wtirdc auf diese Weisc aus den mil 
Silborbaryt filllbaren Substaiizcn entfernl wcrdcn. Wir haben razemisches 
Arginin orhalten. Wilhrcnd der langcii Aufbewuhrung des EiweiBes zur 
Cyanamidanlagerung bci schwach ammoiuakalischcr Reaklion ist die 
Razemisierung offenbar eingetreten. Esistjabekannt, daB sich das inlrapro- 
tcin gebundenc Arginin leichter razcmisiorl als das freie. Die MuUerlnugen 
dos Arginin, die das Homologe entlialten muBlcu, und die bci besLimmler 
Reaktion gefttllten Basen gaben mit Arginase ttberhaupL keino Spaltung, 
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obwohl das gereinigte Arginaseprfiparat auf nattirliohes Arginin kriiftig 
roagierlc. Axioh das sprioht daftir, da6 wir das Arginin-Homologe in Hilnden 
haben. 

Auch ftlr dio Isolierung der Glykocyamidine mul3ten 'wir eine Metbodo 
findon, bei dor dio sauero Hcaktion erhalten blieb. Die Vorversuche mit 
dor Garbaminorcgktion Siegfrieds verspracben in unsorcm Falle wenig 
Erfolg. Wirsabenvonihrab. Der Zufall kam tins zu Hilfe. Untor den Kom- 
ploxon von Ghromsalzon ist fast am Ifingstcn das sogonannte Morland-Salz 
bckannt. Seine Koustitution hat Werner aufgekliirt. Es ist das Guanidin- 
salz der Roincckesilure. Dieso gibt mk Glykocyamidincn nnd ancb mit 
Kreatinin, das man ja oboufalls als Guanidinderivat anzuspreobon bat, 
sebr wenig l5alicbc kristnlliniscbe Niederscbltigo. Dieso noob nicbt ver> 
bffontliobto Beobacblimg wurde im hiesigcn Laboratorium von Tcrada 
bemitzl, nin das Kreatinin und andere ^asen im Horn gewicbtsanalytiscb 
zu beatimmon. Dio Reinockc>Sfturo fflllt aber, wic schon Gbristenson 
gezoigt bat, nuob ackundUre un^tortiftre Bason. Als sekundliro Base findot 
aiob im Hydrolysat das Proliu und Oxyprolin und dieso waren also bei der 
Aufarboitung dor ReinookatfUllung zu orwarlon. In dor Tat fandon wir sic. 
Violloioht habon wir auob oin Dipoptid aus Proliu nnd Oxyprolin in dio 
Hftndo bokommcu; soino Idontifiziorung ist uns wogen Materialmangols 
noch niobt mUglich gowcson. Wir erinnern abor an dio Bcobacbtung von 
Dakin, der aus dom Hydrolysat der Gelatine das Anbydrid oincs dor- 
nrtigon Dipcptidcs aufgcfundcn bat. Es wiitdcn also die bcidcn Bausteine 
in der Gelatine niitoiuaudcr verketlct soin, cine Beobacbtung, die non ist. 

Die Filllung mit Reineckesalz Iflfit sich vicllcicht zu einer pril- 
parntiven Darstelhmg dcs Prolin und Oxyprolin ausarbeiton. Beidc Bau- 
stcine sind boute nur schwcr rein zu orhallon. 


111. Melhyliertes EiweiS, 

• • 

Die froic Aminogruppe kann bei der Metbylieruflg 1, 2 odcr 3 Methylo 
nufnobmcn. Kossel glnubt, daB Betaine cnlsLehen, und daB die Imino- 
gruppe der Peptidbindung unangegrilTcn bleibt. Ilcrzig und Land- 
8 1 einer meinon, daB ulle Stickstoffarmc eine Mcthylgruppc aufnehmeu 
kttunon. Durch die nnalytische Fcstleguiig der N-Mothylzahl ist die Fragc 
nicbt gokliirl worden, wic oben aiiscinaiKlergcsctzt. Es schicn mir miiglicli. 
auf preparative Weise dio Frage zu lUsen, wonn sicb oin Weg findot, die 
in grofier Mongo cutstandenon normalon unverilnderten BnuBteiue aus 
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dein Hydrolysiil ?m eiilfernen. Dies ist mil clioinischen MiUcln mir solir 
sohwor miiglich, deun clcr basisoho Clmrnktcr dcr BoLainc isL niclit gi'oR» 
und das Verhalten der wenigcr mclliyUertcn Aminosfixiron glcicht durcli- 
aus denjenigen der nicht meLhylicrlerf MuttersubsLanzen. Deni Orgnnis- 
mus gogenttber mit seinen feiii abgcBtuflen Fennonlcii vcrlialten sioli 
die Methylprodukte abcr ganz audors. Es mufltc also eii'^Lcicblcs scin, die 
grofie Mcnge dcr normalen Bnnstoine aua dem Hydrolysal wegznbriiigen , 
indcm man dieses verftitterte imd jene vom TierkBrper vorbronnen Hefi. 
Zurtick blieben im Haru cnlwcder die Betaine oder die weniger mctbyliertcn 
Aminos&uren odor bcide ArLen voft Siibslanzcn, die sicb durch Phosphor- 
wolframsttnre voneinauder trennen lassen nniBlen. 

Aus hydrolyaiertem moihylicrlcm Kasein habeu wir auf diese Weise 
das Halbbetain dea Lysin clargesiellt, Monometbylaramosiluren dagegen 
trotz sorgfHltigem Durclisudieu ^ller Fraktionen nicht gefuudon. Damil 
steht siolier, daB die endstiiiidigc Aniino^'iippc dcs Lysin wenigstons bci 
einem Teil des Lysin i'roi ist. Eiii RcsuUat, das das bci dem cyaiiamidiertou 
Protein erlialtonc sttttzt. Ob in aiidcreu Proleinen JiichL aiich Mono* 
mothylaraiuoailui'en oder audorc Betaine auftrclcn, kbnncn wir naUlrlich 
nioht aagen, dazu mtlsscn wcUcre Vorsnckscrgcbnissc nbgewarLet wordon. 

Wir habeu forner 6*Aminovaloriaiisaurc ans dem Hnni isolicrt. 
Dadiiroh, daB ■wir die freieu Aminosanren vcrfttucrl linbcn, konnLc ihre 
Muttorsubstanz mebr als cs iintov pliysiologisciicn Bedingnngcn mdglicli 
ist, der Fiinliiis nnhciinralloiu 


II. Versuchsteil. 
Cyanamldljpries EiwelB. 

Darstellung von Cyanamid. 

Das '/Ai deal folgcndon ' Versuchcn benStigto Cyanamid wurde aus 
Knlksticksloff,^ naoh Baum dargcstollt. !Dei‘ Kalkstickstoff wurde mit 
Wasser nacli dem Gegcnstrompriri^ip ausgozogon, der wilssorige Aus> 
zug mit SdlwofelsUurc vom Kalkbofrcil^ die ganz schwacli saure Ltisung 
wurde im Vakuum oingcongt: uiid der Destillatiousrttckstand mit Ather 
ausgezogen. Auf diesc Wciso ist das Cyanamid Icicht zugilnglieh gewordon. 
Aus 2 kg Kalkalicksloff wurden etwa 200 g Cyatiamid gewonncn. 

Das aus der Athorldsung boim vorsichtigcn Einengen auskristalli* 
siorlo Cyanamid ist schou ftir die wcitcM) Verarboitung rein gonug. Es halt 
sick im Exsikkator ilber Sch^fclsUfirc aufbcwahrt monatolang. Baum 
gibt au, daB es durcli cine rodiizicrcndc Substanz vcrunrcinigt ist, Wir 
haben dioso Boobuohtung bcsliiligl. Dock roagiorl diese Voruurcinigung 
wohl kaum mit den Aminogruppcn dos EiwciBcs, so dnB wir von einor 
woitorou Roinigung absalicn. Diesc ist aulJcrdom mit groflon Vorlusteii 
vei'kntipfl. 


Anlagerung von Cyanamjd an Casein. 

50 g Kascin Hammnrsicn wcrdcii in 500 g destilliortem Wasser 
und 5 ccm konzentrierlcm Aminoniak gelBsl. J ni Vorhuir von cinom Monal 
werdon 4,0 g Cyanamid uuter wcilcrcin Zusalz von 1 com Aiumoniak in 
dor Miscliung aufgclosi. Es srlicidcn sicli reiclilicli Dicyandiumidkiislallc 
all. Die LOaung gi])L bis zum ScliliiB slarke Cyanamidrcaklioii. Nacli 
oineni Monal wivd das Kascin mil 6cliwcrc!«{lui'e avisgclilllt und mil 
Wasser unler ZusaL/ von Natriumsul^aL solango ausgckockl, bis es frci 
von Cyanamid und Dicyandiamid ist. Dana wird nack cinander mil Wasser 
and Alkohol auf der ZonU’ifugc gcwaschcn and* mil Athcr gctrocknet. 
Zum SckhiR im Vakuum bci 100® Ober PhospliorsUiireuuhydiid bis zur 
Gewiclitskonslanz golrocknot. 

Ein Toil dcs EiweiBcs wird cbcnso wic das uniiohundellc Kascin mil 
ScliwefelsUure hydrolysierl, und die SUcksLofiVevLeilung der basischeu 

*) Wir ei'liiclten ilm In dnnkensweiter Weise iintietcclincl vou ilen Stickstoff- 
werkon-Piesteiitz nir Verfiiguag gestelll. 
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Jestandteile in der tiblichon Weise bestimmt. Bic Ergebnisse zeigt die 
mtcnstehende Zusammenstellung. Es ergibt sicli also, daB durcb die 
jyanamid-Behandlung die Lyainfraktion um etwa ebcneo viel Stickstoff 
'erloren hat, als die Argininfraktiou g^onnen hat. Hiitte sich die ganze 
ffenge des Argininhomologon, die aua dem Lyain entstnnden ist, dor 
bgininfraktion beigeaellt, so hfltte der Stickatoffgehal^ dieser Fraktion 
im etwa ,das dreifache desjenigen Vorlustes zuuchmen mliasen, den die 
jysinfraktioncxlittenhat, Im Gesamtstickstoff dee mit Cyanamid bebandel- 
en Protein hat die Mengc um das Boppelte dieses Vcrlustes zugenommen. 
)as war zu erwarten, wenn nun das Argininhomologc entstanden ist, 
)io8or Schlufi ist aber ualiirlioh nur borechtigt unter der VorauBsotzung, 
laB das Argininhomologo volIatUndig und nur dieses sich in der Arginin- 
raktion wiederfindet. 


• 

in 100 g Hydrolysat 

Kasein 

Cyanamid'K 

Gesamt-N 

14,39 g 

15,45 g 

Ammoniak-N 

1,301 

0,521 

Arginiu-N 

1,006 

1,615 

Hi8tidin*N 

0,601 

0,443 

Lysin-N 

1,053 

0,443 


Anlagerung von Cyanamid an Kasein im Grossen. 

f 

Hier wurdo cin billigorcs llnndoUpraparat von Kasein verwondct, 
las 11,48% HgO, 11,66% N und 0,856% S onthiclt. Dio Wasscrbestimmung 
vurdo in dor Woisc ausgoftihrt, dafi ca. 0,5 g der Handclsware bis zur 
rowiohtskonstanz boi 110'’ ilbcr Phospliorsilurcnnhydrid und Kalium- 
lydroxyd gotrooknet wurden. Der Stickstoff wurdo nach Kjoldahl, der 
Ichwefel nach Asboth bcstimin^. Zu eincr Aufschweminung von 1 kg 
Casein in 5 I Wassor wurden 100 ^ 20%igC8 Ammoniak geftigt, wodurch 
inc opalisiorendo LOsung cntstand. In dieser wurden 100 g Cyanamid 
ufgclOst. Zur Vorhinderimg der Fituinxs wird nuBcrdem ctwas Chloroform 
ugefiigt. Die Misohung bleibt 5 Woehen bci Zimmertemperatur, hiiufig 
mgcschiittelt, stchen. Es blieb iioch freies Cyanamid in LOsung. Das 
Casein wird dnnn mit 175 com Eisessig aiisgofftllt, die Filllimg abfillriert 
iiid mit Wassep ausgewaschen ; noch fcuclit in 5 i Wasser unter Ziisatz 
on 150 com 33%iger Natronlaugc geldst, wiedcr uusgefUllL, uochmals in 
1 Wasser mil 100 com Lauge gelUst, wieder mil Eisessig ausgefiillt, schlioB- 
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lioh nochmals in ammoniakhaltigem Wasser geldst und mit Schwefel* 
sSure ausgef&Ut. Das Filtrat enthtit dann kein Gyanamid mehr. Durch 
dieses haufige UmfSllen war das Handelspraparat gleichzeitig gereinigt 
worden, imd an den sonst nOtigen grofien Mengen Alkohol war gespart 
worden. In einer Probe des feucbten Kasein wird das Wasser bestiinmt 
und daraus als Ausbeute 386 g Trockensubstanz berechnet. 


Aniagerung von Cyanamid*an Gelatine im Grossen. 
Darstellung des Ausgangsmaterials. 

400 g lufttrockener Gelatine (Ma^ke: Silberdruck) mit einem Gehalt 
von 14,46% Stickstoff und 16,44%«Wa8Ber wurden in 1100 ccm heiBem 
Wasser gelbst. Die saute LOsung wild mit 9 ccm 20%igem Ammoniak 
gegen Lackmus neutralisiert. In Abstinden von je zwei Tagen werden 
viermal je 5 g Gyanamid zugesetzt; gleichzeitig wird die Reaktion gegen 
Lackmus geprttft und, wenn ndtig, wurde etwas Ammoniak bis zum Ein* 
treten von sobwaoh alkalisoher Reaktion zugegeben. Diese mit Gyanamid 
versetzte GelatinelOsung stebt ca. 3 Monate lang bei 37*^ im Brutscbrank: 
sie ist mit Toluol bedeckt worden. Alle 10 — 14 Tage wird mit Silbernitrat 
geprtift, ob Gyanamid nocb im tlberscbuO vorbanden ist; es war stets der 
Fall. Nacb 3 Monaten werden 5 ccm mit der Pipette entnommen und im 
Rundkolben sofort mit 300 ccm 99%igem Alkohol versetzt; dann wird 
eine Stunde auf dem Wasserbad unter RtickfluB gekocbt. Der abfiltrierte 
Alkohol gibt sehr starke Cyanamidreaktion. Die im Kolben hart gewordene 
Gelatine wird nochmals mit 100 ccm 99%igem Alkohol gekocbt; der dann 
abgegossene Alkohol gibt keine Cyannmidreaktion mit Silbernitrat. 

Die rUckstandige Gelatine wird jm Exsikkator tiber Calciumcblorid 
mit Schwefelsaure getrocknet; es verbleiben 1,3799 g. Davon werden 
0,1701 g im Schiffchen bei 110® im Vakuum iiber'PjO-, uud KOH bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. Die Gewicbtsabnabme betrug 0,02 g. Hier* 
aus berechnet sich ein Wassergehalt von 11,5%. 

0,0794 g der wasserfreien Substanz wiirden in 10 ccm Wasser gelOst. 
Die Mikro-Kjeldahl-Bestimmung in 1 ccm dcr Losung gab 1,354 mg N = 
17,05%. Mikro-van Slyke in 2 ccm der LOsuug gab 0,052 mg NHgN. Auf 
100 g N Butfalleu also 1,92 g NH^N. 
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Zum Vorglcicli mil diescn Analysoawcrtcn wurden 2 g dev glciclion 
ibehnndeltcn Gelatine in wcnig warmem Wasser gelbsl und die Lbsnng 
it 100 ccni99%igem Alkohol eino Stundc lang unter Rilckfhifiktlhliing auf 
iraWnsserbaderhitzt.DerAlkoholwurdahieraufabgcgossenund diezurilck- 
bliebene Gelatine im Exsikkator -ttber Calciumclilorid und Schwefel- 
urc gctrocknet, Davon wurden g im Vakuiun tibcr P 2 O 5 und KOH 
li llO*^ bis zur Gewichtskonstanz gelrocknet. Wassorabnahmc — 0,023 g 
11,85%, also Uhnlich wie im vorigcn Versnch. 0,1074 g der wasserfreien 
ibstanz wurden in 10 com Wasser gelbst. In 1 com der Ltisung gab die 
ikro-N-Bestimmung naoh KjeJdahl 1,54 mg N= 16,21% N, die 
ikrobestiinmung nach van Slykc in 2 com der Lbsung 0,151 mg NHg-N. 
af 100 g N entfallen also 4,9 g NH^-N. 


Zur besseron ‘Obersicht gebe ioh folgendc Zusammonstellung; 


es. N in "/. 

4 

Gelatine 

• • Cyan'amid ■ Gelatine 

16.21 

17.05 

17.09 

17.25 

HIMI 

1 

0 

1.92 

2.22 

1.7 


Versuphe zur Isolierung 
von Quanidosauren aus EiweiBhydrolysaten, 

,) Gelatinehydrolyse mit und ohne Zusatz von Ouanidoessigsaure. 

Jc 7,27 g Golalinc wurden mit jc 30 g konzcnJrievtcr Sclnvcfelsilure 
id 60 ccni Wasser 30 Stundeu*am RiickfluB gckoclit; der cinen der 
jidou Lbsungen wurdc aufierdem noch 1,2223 g Guanidoesaigsilurc -- 
438 g StiAistoff zugesetzt. Im Hydrolysal wurdc die Stickstoffverteilnng 
jstimint. Es interessiortc uns, in welcher Fraklioii sich der der Giinnido- 
urc eutstammende Stickstoff anhauft. Aus der folgentlen t]l)prsichl isl 
me weiteres ersichtlich, daB die grbBle SticksloffaureieluaiiMg iin Phos- 
jorwolframsbureuiedoTschlag stattgefundeu liat. Die fehlenden 35% dor 
uanidoessigaUure siiid wahrsclieinlich im Barytniedersclilag hbiigen go- 
ie])cn, dom sic sich wegen der Schwcrlbslichkcil dor Slliire nuoli niclil 
ircli Kochen mit Wasser enlzielicn licQeu, 



Gelatine Gelatine H- Ouanidoessigsiiure 
Oesamtstickstoff . 

des Hydrolysats 1,0275 1,425 statt 1,466 g 

NHaN 0,0045 0,0034 

PWS Niedersclilag 0,130 0,352 d. h. 0,222 g Oder 

♦ 507o menr 

PWS Filtrat O^^T 0,688 d. h. 0,061 g oder 

157o menr 

Aus dicflcn Analysouworton darf der Schlufl gezogen werden, daO der 
griifito Toil des GuanidosUurcn-Slicka^offs'im PWS-Niederschlug aufzu- 
fimlcn ist, d. h. aus dor ncutml^ju GuftnidosUme ist unter den Bcdingungen 
dor Hydrolyse, d^ircli Illngcros Kochon mit starker Siluro, das basischo 
Glykocyamidin onUUudcii ; dem ciUspriclil, daO die Hauptzunahmc in 
der ArgiuiiifrakUoii sLeckt (infolgc dcr FUllbarkeit des Glykocyamidin 
duroh Silbor und Baryt.) 

Wir prOfton dicso Vcrhallnissc in analogor Woiso an oilier Gelatine, 
dor an Stello dcr Giuinidoossigsaurc ihi* llomologcs, dio a- Guanidopropion- 
siluro zugesetzl worden war. Die Guanidopropionsilure wurdc mit Hilfo 
dor S I rcckersclicii Synlhesc gewonneii. indem Cyanumid mil d^Alanin, 
das auft KiweiB gowonnen war. in Reaklion gcbraclil wurde. Dio Guaniclo- 
siliire war aiialysonroiu. 

2) Gelatinehydrolyse mit Zusatz von Giianidopropionsaure. 

Jo 6,4'86 g Gelatine wurden mit 6(Vccm Wasser und 30g konzcnlrierter 
Scliweielhuiirc. in dem cinen Fnlle unlcr Zusatz von 0,6975 g Gunnido- 
propionsiluri* {” 0,218 g Slickstoff) liydrolysierL. Bei dor Auf’aibeitimg 
verteilto sieh dci" StieksLoiX aul’ folgcnde Fruktioiaon : 

Gelatine; Gelatine + QuaniclopropionsMure 
Gesaml-N des Hydro- 


lysates 

0,838 

1,056 her. 1,056 g 

PWS Niedersclilag 

0,112 

0,282 g N d. h. 0,170 g N 



niehr oder rund 80®/u 

PWS Filtrat 

0,035 

0,050 g N 
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3enso wic bei der Hydrolyse der guanidoessigs^urchaltigen Gelatine 
tflilll aucli hier der griiBte Teil de& Stickstoffs der Guanidopro* 
onsSure auf den PWS-Niederschlag; entsprechend dem leiohten Gber- 
ng der Guanidopropions&ure in AFakreatinin (Baumann), wurden 
or nicht 50, sondern 80% gefunden. Wir haben hier stillscbweigend 
•rausgesetzt, daB die a-Guauidosiluren bei der Hydrolyse, d. h. beim 
ochen mit MineralsUuren in ihre basiseben Anhydride dbergehen. 

Nacli diesen orientierenden Vorverauchen gingen wir dazu hber, in 
ir Gelatine die MOglichkeit einer Cyanamid'Anlagerung im Sinne der 
treckerschon Syntlicse zu unifbrsxiohen, Iin Hydrolysat dieser mit 
^anamid behandclten Gelatine muBte die Stickstoffverteilung dariiber 
ufschluB geben, ob eine Neubildung yon GuanidosSuren stattgefundeu 
It. Es wurde eine Lttsung von 20 g Gelatine in 50 com heiBem Wasser 
i Verlaufe von 4 Wochen mit 5 mj|l 1 g Cyanamid, also einem sehr groBen 
bersohuB, versetzt. Dieses Gemise^i von Cyanamid und Gelatine steht, 
it Toluol zur Verhtltung der FSulnis bedeckt, 6% Monate lang bei 37° 
i Brutschrank. Zum SchluB wird immer noch Cyanamid durch die Silber- 
aktion nachgewiesen. Die Ldsung wurde mit Alkohol iibergosson, und 
e entstandeue Ftillung solange mit Alkohol aiisgekocht, bis weder Di- 
mndiaraid noch Cyanamid mit Hilfe der Silberreaktion in dem Niedor- 
hlug nachzuweisen war. Das EiweiB wurde dann mit 60 g konzentrierter 
jhwefelsUure und 120 com Wasser 20 Stuiiden hydrolysiert. Im Hydroly- 
;t vertoilt aich der Stickstoff-folgendermaBeni 


Im Oesamthydrolysat 
NHsN 

Im PWS-Niederschlag 
Im PWS-Filtrai: 


1,8 g N 
0,033 g N 
0,252 g N 
1,062 g N 


Vcrgloichcn wir das Vorhilltnis des im PWS-Niederschlag befind- 
jhen Stickstoffs zuin Gesamlstickstoff (cs isl 1 zu 7,18) mit dem ent- 
)rechendcn Wert der reinen Gelatine (aiehedon Versiichmit Guanido- 
ropionsilure), der 1 : 7,48 ist, so spricht dies fQr cine Stickstoffanreiche- 
ing im PWS-Niederschlag. Vorgleichen wir auflerdem \die Sticksloff- 
3rteilung zwisehou PWS-Niederschlag und PWS-Filtrat, 80 \liaben wir 
3i der reinen Gelatine oin Verhilltnis von 1 : 5,68 und bei der Cyanamid- 
ilatine ein solches von 1 : 4,2. Dicse Werte dcuteu auf cine ilhnliche Ver- 
hiebuug der Stickatoffvortoihmg, wie wir sic ira Hydrolysat dor Gelatine, 


die mit Gunnidoossigs^lure uiid Guamdopropion8aurd*^i^t«jwordon 
war, beobachtet habtin. Richtiger wflrc es, den 

Stickstoff in Prozent des Gosamtatiokstoffa der ent8precheMeB‘“*Menge'«^* 
uhbchandelter Gelatine anzugebcfti. Es iat dies aber uumbglich, da wir 
nicbt wissen, wieviel Stickstoff aus Cyanamid an die Gelatine gebundeu 
worden iat, und ^wieviel Gelatine wir bcim Axiskochen mit Alkohol ver* 
loron haben. 


Hydrolyse d^s Kasein. 

Das mit Cyanamid vorbehandclte Kasein wnrde mit 1100 g Schwofcl- 
siluro in 33%igcr LOeiing auf dom Olbad 24 Stimdcn wnter RiiokfluOktlh- 
lung gekocht. Die OborschOssigo Sfturc wird dnrcli heiOe BarytlOsung ent> 
fernt. Hydrolyeat und AVaschwttssor des Boriumsulfatniederschlages 
worden auf 2,61 oingoengt. Die LOsyng gibt oine positive Millon- und 
Diazo'Roaktion, cine 8chwach*po8itivc mit Glyoxylstture; die Schwefel- 
bloi-, Biuret-, Jaffi- und Wcylsche Probe sind negativ. 

Dio basischon Bcalaiidteilo werden jnit Phosphorwolframsliure aus- 
gofiUIt, dor Phoepliorsilurouicdersclilag entliUlt 10,6 g Stickstoff, soin 
Filtrat 33,6 g. Im Bariumsulfat steckton nocli 3 g Huminstiokstoff. 
22,5% des Gcsamt-Nicdorschiag wuron also durch Phosphorwolfram- 
stture fUllbar. Im unbchaudcltcn Kasein hat van Slyke 21,5% in diosor 
Fraktion gofundoii. Die hicr beobachtete Icichlo Vcrmchrung ist in 
Wirklichkcil stiirkcr als zuin Ausdriick kommt, da der GcBamtstickstoff ja 
im bchandoltcii Kasein ciii hOliorcr gewordon war. 


Die basischen Bestandteile. 

Der Phosphor^olframsaurG'Nicdcwchlag wird mil Acetonwnsser und 
Baryt zerlogL. In das klare Filtrat wird Kohlcnsfture cingeleitct, das Filtrat 
voin Bariumkarbonat iin Vakuuin auf 550 com cingecbgl. In die&er Llisung 
sind iiocli die Rcaktionen auf Tryptophan und -Tyrosin schwuch, die 
Diazoreaklion dcutlich wulirnchmbar. Obwohl die Lttsung aber jolzt an 
den vermulelcn Glycocyainidincn rcickcr geworden scin miiB, blcibl die 
Probe voii'^Jaffc und Wcyl negativ. Die Diacetylrcaktion lilBl sicli in 
dcr gofilrbton LOsung nicht durchftthren. 

Es wird jclzl die wcitcreAufleilungmit Silber-Baryt vorgenommen. 
Die Glykocynmidine gchen dabci zum grOBton Teil in die Argininfraktiou. 
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Ee wird mit uitritfrciec Snlpolors^luYO bis zu scli'waoh kongosauret Roak* 
tion versetzt und hierauf mit soviel konzentriertcr Silbernitratlttsung, bis 
bei der Ttipfolprobe mit Baryt soforl eine braune Filllung crhalten wird. 
Eb warden 43 g Silbornilrat vcrbraucht. 


Die mit Silber fallbare Fraktion, 

Niich der alien Mctliodc von Kossol-Kutschcv wurdc mm die 
wciloro Fraklionicriing in der W^ise diircbgeftibrt, daft boi nenlralcr 
Rcaktion dns Histidiusilber ontfernt und danach der Rest der mil Silbor 
Rillbaren Baeen bei SUltigung mil Baryt vom Lysin abgclrciml wurdc. 
Neuerdinga Icilcn Kossel und Edlbacher diesc Fraklioncu noch weiler 
auf, indem sic die Rcaktion stufeuweiso ilndern und durch den Umsclilag 
von besUmmten indikatoren fesllSgcn. Arginin ffillt bei Eiutritt der Phe* 
nolpbthnlcinlasuug (pj.| fi,3) noch nicht, fet aber vollstJindig gefallcn bei 
Eintritt der Blfluung von Thymolpbthalcin (pfi 9,3). Kroatininsilbor ftllU 
ebcnfalls bei p^j 8,3 noch nioht, ist aber aucU boi p,^ 9,3 noch nicht voll- 
stUndig gofallen. 

In der Gelatine isl die e-sUlndigc Aminogruppe des Lysin froi (van 
Slyko, Felix); lagerl sich Cynnainid an, so cntsieht oin Homologcs dcs 
Arginin. Seine Darstcllimg ist vorgcblich iin Laboralorium von Skraup 
durch Hcckol und von Winlcrstcin und Kttng vcrsucht worden. 
Bcido ftlhren nur Salzc an, die sic crsl nach Ubcrwiudiing groBer Schwierig* 
koiten zur Krisiallisalion brachlen. Bei wclchcm p,^ diese Baseu v5llig aus- 
gcfallcii sind, isl also noch nicht bckaiiut. Die Fallung dos Kreatiniii ist 
bei Ph 9,3 noch nicht beendot. Eiii Vcrsuch zeigte, daB dies bei p,^ 12,1 
der Fall ist. 

Deshalb ging ich bei der '(tteiteron Auftcilung der mit Silber filll- 
barcii Basen in folgcnder Weisc vor; 

Es wird mit aus'gckocliLcr Salpclcrsilure bis zur schwuch kongosauren 
Rcaktion nngcsUucrt und hievaul' soviel voii cincr konzcniricrlen Silber- 
iiilralltiBung (1 -|- 2) zugefiigt, bis die TUpfclprobc mil Baryll^sung sofort 
eine braune Fallung gibt; verbrauchl wiirden 43 g Silljcrnilrnl. E& wurdc 
mm soviel einer kallgesaitigten Bnrylldsung zugclugL, bis in einer ent- 
nommenen Probe, die zur Enlfcrnung dcs .Silbers rail Natriiimchlorid 
vcrsetzl worden war, durch Pheiiolphlhalcm gevadc eiue RoLfilrbimg, 
durch Thymolphlhalein aber noch kcinc Blaufarbung enlRiand; Pu etwu 
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8,3 (KosboI und Edlbaoher). Zum Alisotzou der SilborfMlluug wrd die 
Lfisung 12 Stimden in don Eisschrank gestellt. Nachdem der aus Histidin- 
silber bcstchcndc Niedorschlag (I) abgesaugt und mil schwach baryt- 
baltigcm ‘Wasscr der gleichcn Reaktion gcwaschen war, wird das Filtrat 
im Vakuuni aiif 600 com eingeengt und dazu sovicl Barytwasser gogeben, 
bis cine durch Nnlriumohlorid vom Silber bofreite abgenommeno Probe 
mil Alizaringclb (p[.j 10,1 — 12,0) umschUigt. Das Filtrat dieses Nicder- 
sclilagcs (II) wird wiedor im Vakuum eingedampft (bis zum Volumen 
750 com), Zu dicser LOsung kommt soviel Barytwasser, bis dadiirch keiiie 
Trdbung mchr cinlritt, nach 24 SluiKten wird der Niodersclilag (III) ab- 
gosaugl. Das Filtrat steht iiaoh Ziigabc von foiu verriebenem Baryl 12 Stun- 
den lang, dor ciitstandenc Niedersohlag (IV) wird abgesaugt. Dcsson 
Filtrat wird als „Ly8iii’FrakLion“ bezeiclinet. 

Dio vior, durch fraktioniortc Barytfitllung ontstandenen Nieder- 
sohlttgo wcrdcii mit Scliwefclsilure upi(f Sell wefelwassers toff zerlegt und 
die Stilfalo boreitet. Dio StiokStoff-Bestimmung iinch Kjcldahl ergab 
ftlr die oinzclnon Fraktionon folgondc WorLo; 


I. 

Fraktion 

1,568 g N 

II. 


3,363 g N 

in. 

»> 

3,60 g N 

IV. 

It 

0,33 g N 


Dio Lysinfraktion oitlhUU 2,80 g N. 


Aufarbeitung der mit Silber gefallten Niederschlage. 


In dicsen FrakJionen wurdc die Schwcfelsiture mit Baryl cntrcnil 
und die LUsung dor Carbonate bcrcilct. Naclidem die lelztcn Spuren von 
Baryt sorgfttitig cntfcriit wareii. ^vurdc auf 10 com eingccngl und ent- 
sprcchoud dem Stickstoffgeliall mil dftr l)crcchnclov Meuge *einor kon* 
zontriorten alkohoHscheii PikrolonsiUirellisung gcfilllt. Eh wurden vicr 
vcrschiedenc Pikrolonnlc crhalten; ilire Ansbeuten, gctrocknel im Ex- 
sikkator ilbcr KOll und H.^SO;,, hind: 


T. 14. IJ g Snip. 208® Sticksloff nach 


II. 27,42 g „ 225 

III. 2J.53g „ 218 

IV. J,05g „ 218 




Dumas 

•)*> 




21.4.5% 

23,79% 

23,17h;, 

23,24‘;., 


>1 
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Hietidindipikrolonat hat einen Stiokstoffgehalt von 22,54%. Unser 
ert I ist also um 1 % zu niedrig. Arginindipikrolonat besilzt den Smp.225'’ 
id einen N-Gehalt von 23,94%j im Vergleich dazu stiramon nnsore 
•Werte der Fraktion 2 — 4 annShernd tjbercin. Der Stickfitoffgohalt cincs 
krolonats des Argininhomologen liegt bei 23,8%. Daraus ist z.u ersehen, 
fi die Pikrolonate 2 — i Gemisoho von ArgininpikTolonat und soinom 
smologon sein k5nnen. * 

Zerlegung der Pikrolonate. 

Durch Kochen mit SalzsUurtt wurdc die Pikrolonsfturc abgctrennt; 
ch dem Abfiltrieren der Piktolonstturc und Austtthern der salzsauren 
isung im Soxklet wurde die salzsauro I^dsung stark eingeengt und die 
rilckblcibcnden Sirupe wurden im Yakuumexsikkator ilber Natronkalk 
fbewahrt. Sie kristallisiertcn nicht. Ebenso wurden die Mutterlaugen der 
krolonate von der PikroIonsUurS ^efreit und in die Chlorhydratc ilber- 
ftlbrt; auch sic zeigen nach monatclang^m Stchen im Exsikkator keino 
ngung zui Kristallisation. 

Einzig und alloin die Chlorhydratfraktion I bildcte nach mehreren 
ochen Kristalle, die, abgesaugt und im Yakuumexsikkator liber Schwefel* 
uro und KOH getrooknet zur Analyse kamen. Sie konnten als Histidin- 
ohlorbydrat idontifiziert worden, N nach Dumas 18,52%, her. 18,4%. 

Dio Fraktion II, die noch unverttndorten Sirup dnrstellte, wurdo 
it wenig Wasscr aufgenommcn und mit Silbernitrat geftillt; nach dem 
)filtrieren des Silberchlorids und dem Entfernen des liberschlisBigen 
Ibers mit Schwcfclwasserstoff wird das Filtrat bis zum Sirup eingeengt. 
* slelit zwei Tage und kristnllisicrt trutz Impfens mit Argininnitrat nicht. 
inwandlung in das Kupfernitratdoppcisalz durch Kochen mit Wasser 
id Kupferkarhonat giht nur blauen Sirup, der monatelang sirupbs hleibt. 
itkupfern, Fiillen mit PWS, tlbprftthrcn in das Karbonat, Umwandlung 
das Flaviaiiat und Zurdckbilduug des Karbonates sind vergeblich : das 
•odukt knstallisicrt nicht. ^ 

Wir mnehten aucji einen Probeversuch mit Arginase, indem wir von 
r Uberlegung ausgingen, daI3 wir dadurcb, falls Razemisierung einge- 
3ten wilre, die nattirlichc Komponente des Arginin abtreiinen kfinnten; 
r konnten aber keine fermentative Wirkung nacbweisen. obwolil unser 
•ginaseprUpnraL, wie ein Kontrollvcrsucb bewies, wirksam war. Die 
genscbafl des Sirups, ein Flavianat gebildet zu haben, ItiBt darauf schlie- 
n, daB wahrschcinlich cin liomologcs Arginin vorlicgt. 


Au 8 der dritten Fraktion, die in das Nitrat tibergeftthrt und dann 
mit Kupferkarbonat gekocht wuxde, entstand ebenfalls ein blauer Sirup, 
der nicbt knstallisierte. Nach Entfemung des Kupfers mit Schwefelwasser- 
Btoff -wird das Filtrat ziemlich stark eingeengt? es bleibt im Becberglas, 
nur mit Uhrschale bedeckt bei Zimmertemperatur einige Wocben stehen. 
Inzwischen batten sich einige Kristalle gebildet, die uur schwer von dem 
dicken Sirup abzutrennen waren, Dutch Absaugen gelang es, in 10 Stunden 
eine kleine Menge von Kristallen zu isolieren. Sie wurden auf Ton gestricben 
und im Exsikkator getrocknet. Rohausbeute 0,6 g; Umkristallisieren aus 
80%igem Alkohol. t)ber KOH im Exsikkator bei Zimmertemperatur ge- 
trocknet, zeigt das PrSparat einen Smp. von 154 — 156®. Ausbeute 0,59 g. 
Nach zebnsttindigem Aufenthalt im Vakuum bei 100® liber P3O5 und KOH 
nimmt die Substanz um 0,002 g ab. Smp. blieb scharf bei 154®; bei 156® 
Aufschaumen, dann Zersetzung. 

Analyse: gef. 24,2^®/J C 5,6% H 28,19% N 

ber. fQr Arginindinitr^t 24,0®^ C 5,33% H 28,04% N. 

Der im Schrifttum fftr Arginindinitrat angegebene Smp. liegt bei 
144,5 — 145®. Aus dem Smp. unseres PrSparates ist zu schlieflen, daB bier 
das d-l-Aiginindinitrat vorliegt. 

Aus der vierten Fraktion wurden geringe Mengen eines Chlorhydrates 
als Sirup gewonnen, der auch bis beute, also nacb 3^ jBbren,nocb nicbt 
kristallisiert ist. 

Bei einem Dberblick liber die in den,vier Fraktionen entbaltenen 
Stickstoffmengen sieht man, dafl die in den Fraktionen 2 — 4 enthaltene 
Stiokstoffmenge von 7,29 g einer Argininmenge von 23,26 g entspriclit 
(Arginin enthalt 32,2% N). Kasein besitzt einen Arginingelialt von 3,8%; 
danacb kamen auf 386 g tmseres hydrolysierten Kasein nur 14,66 g Arginin 
(= 4,7 g N). Also ist in der Argininfraktion mit Sicherbeit eine Anreichc- 
rimg von basischem Stickstoff festzustell^n. Das erklart aucb die ungemein 
schwere KristaUisierbarkeit des in dieser Fraktion steckenden Basen- 
gemiscbes. • ‘ 

In der Lysinfraktion, die 2,88 g N enthalt, bat dagegen der Stick- 
stoff abgenommen. Denn 386 g Kasein mliBten bei einem Lysingehalt 
von 6% 23,16 g Lysin enthalten. Lysin besitzt 19,2% N, aUo kommen 
auf 23,16 g Lysin 4,44 g N. In imserer Lysinfraktion sind aber nur 2,88 g N 
enthalten. 

Auf Grund dieser Berechnung darf angenommen werden, daB dutch 
Anlagerung des Cyanamid an die freien NHg-Gruppen des Lysin ein 
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Arginiuhomologcs cnlstaiidcn isL, das uiit der Argininfi-aktion ausgofallou 
ist (vgl. dazu die Anlagerung von Cyanamid an Gelatine). Wenn es uus 
bis Jetzt noch nicht gelang, dieses Homologe aufzufinden, so mag dies in 
orster Linie an der iiberaus schlocliten Kristallisierfflhiglceit dieser Sub* 
stanz liegen. Dies haben zu ihrem Leidwescn auoh bercils Wintorslcin 
und Heokel erfahren.^) 

Einigerma(3en auffallend war auf den craten Blick^ daB das isolicrte 
Arginin razemiscb war. Es ist abor dureh Kossel und WeiB bekaunl, 
daB die Argiuingruppe dureh NaOH und Baryt innerhalb des Protein 
leichter razemisiert tvird, als im«freion Zustand. Dakin und Dudley 
erhielten dureh 18 — 20 tagclanges Kochen von Kasciu mit n/2 NaOH 
eine totale Razemisierung aller drei Hexonbasen. In iniserem Fallc handelto 
es sich viclleicht um {ihnliche Vorgtlnge, dcnn unser Kasciu stand monate- 
lang mit Ammoniak, und zwar muBte mchr Ammoniak als bei der analogen 
Aufarbeitung der Gelatine (s. unteij) zugesetzt werden, damit das Kasein 
wenigstens in einem halbgelostcn Zustal^de gehnlten werden konntc. 

Die Razemisierung hat uns sehr gestdrt, denn wiv batten gehofft, 
das naltirliohe d-Arginin mit Hilfe von Argiuasc aus der mit Silbor fttll- 
baron Fraktion entfernen zu kQnnen. 

Hydrolyse der Oeiatine. 

Dio Hauptmonge der Cyanainidgclalinc wird zu 5 I oisgektthlLom 
90%igen Alkoliol in eineu Rundkolben gegossen und zwei Tage stclien 
gclassen. Die Gelatine hat sich gut abgcsctzl; der Alkohol wird dureh 
Faltenfilter abfiltricrt. Die ziirUckgeblicbcnc brdcklige Gelatine wird 
drei Stunden mit 1 1 99%igem Alkohol nuf dem Wasserbad am RixckfluB- 
ktihler erhitzt; der Alkohol wird dann abgcgosscu und eine Probe dor 
Gelatine iin Reageusglas mil Aljcohol gekoebt: der abfillrierLe Alkohol 
reagierte jetzt nicht mehr mit Silbemitrnt \ind Ammoniak, isl also voin 
Cyanamid imd Dicyandiamid bclxeit. Die Gelaliiic wiegt feucht 650 g; 
sie wird mit 1600 g Wasser und 750 g konzcnlricrLcr Schwefcisaure 20 Slun- 
den hydrolysiert. Das lieifie Hydrolysal wird so laugc mit konzentrierter 
heiBcr BaryllOsung versetzL, bis schwach kongosaurc Rcaklion eingeti'cteu 
isl. Der massige Bariumsulfat-Nicderschlag wird mehrmals mil Wasser 
ausgekocht. Die Filtrate des Bariumsiilfat-Nicdcrsclilags werden iin 
Vakuum auf 2000 com eingeengt. 
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>) Inzwischen liaben wjr uns dnrch die Syntliese Impfkristalle besorgl, 


MakrO'Kjeldahl-Bostimmuug in 1 com clcs Hydrolyeais = 26,32 
mg N (zur Titration 18,8 com Vio norm. HaSOi verbraucht). Im Hydrolysat 
sind also noch 52,64 g Stickstoff; dies cntspriohl 308 g Cyanamidgelutme. 
Berechnetes Ausgaugsmatorial an Cyanamidgelaline isL 334 g, d. h. der 
Vorlust durch das Ilydrolysiorcn isl nichl grbflor als ilblich. 

Biuret'Reaklion : — Millon-Reaktion: — 

Glyoxylsaure-Reaktion: — Dinzo-Reaktion: — 

Jaffc'Reaktion: — Woyl-Reaktion; — 

A.) Fallung mit flaviansaurenf Natrium und Verarbeitung 
der Niederschlage, 

In die kongosauro Ldsnng wird oinc heiBe LOsung von 12 g flavian- 
sanrem Natrium in 100 cem Wasscr hiycinfiltricrL. Am nacbslen Tag wird 
von dom gelbon Niodorschlag abgci^ugt; or wiegt nach dem Trocknen 
boi 105° 15 g. Dos Filtrat wiitl mil cincr hoiBcn, gcsUltiglen wiissorigcii 
Ldsung von 50 g flaviansaurcm Natrium vcrselzt; nach 8 Tageu wird 
nbgesaugl. Der abgcsaugte Nicdersclilag wog nach dom Trocknon 49 g. 
Das Filtrat wird auf dem Wasserbade auf 1000 cem eingcongtund hiernacli 
mit oinor heiflon Lbsiing von 10 g flaviansaurcm Natrium in 100 com 
Wassor vcrsolzt. Trotz h&ufigcn Kralzcns mit dem Glasstab trill keino 
Kristallisation cin. Durch AbkUhIcn cincr cnlnommoncn Probe im Eis- 
wasser wcrdcu KrisLallc crhallcn, die 7.uii\ Iinpfen dor Hauptmengo hc- 
mitzl worden. Nacli cinigen Tagcn fallen darin Krislallc, die nach dem 
Trocknen 29 g wogen. 

Die jjcidcn erslen Nic<lcrschlUgo (15 g und 49 g) uind gclbroL, der 
Ictzlc isL gclbgrun gcfilvbt; sie wcrdcu in dcr Folge mit I, 11, III, l)cy.ciclincL. 

Probeu dersclbcu wcrdcu umkrislollisierl, im Vakuum (iber P2O5 
und KOH bci 110° gelrockncl und aiialysierl. 


Analysen 



I 

il 

111 

VnC im Mittel 

40,08 39,33 40,01 
39,81 

40,00 39,73 39,96 
39,92 

40,06 40,01 39.87 
39,98 

7oH im Mittel 

5,14 4,13 5,07 
4,78 

5,10 4,87 4,97 
4,98 

5,05 5,01 4,91 

4,99 

7oN im Mittel 

16,46 16,21 16,50 
16,39 

16,95 16,87 16,77 
16,86 

16,57 16,42 16,66 
16,55 
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£s burden also Werte gofunden, die mit Argininflavianat uur an- 
ernd tiboreinstimmen; der Kohlonsloff- und Wasserstoffgchalt ist 
sliweg hdher, der Stickstoffgchalt niedriger als der theoretische Wert; 
er ist ftir Arigininfiavianat 39,33% C, 4,13% H, 17,21% N. 


Niederschlag I. 

Durcli Koolien mil 30%iger SchwefelsHure wird die Flavianstlure 
Btrennt. Das Filtrat wird durch^Baryt von dei SchwefelsUiire befreit; 
loilcn von Kohlensaure, Entfernen des itbcrscliaesigon Baryt und Ein- 
3u des Filtrates, sowie Versetzen mit SalpetersUure ftihrt zu einer 
lausbeute von 2,5 g eiuor schwaoh gclb geffirblen Substanz. Sie wird 
80%igen heiBem Alkohol umkri^tallisiert. Smp, 129^< 

f 

Analyse. 

e = 3,988 mg; COj = 4,330 mg; HgO = 2,420 mg 
ber. fUr QHuN.Oa . HNOs . Va HgO M. G. 246,2 
29,27 7o C 6,55 7o H 

gef. 29,61 7o^C 6,79 7o H 

mclzpunkt und Analyse dor Subslanz stimmen also auf neutrales 
ininnilrat. 

Aus derMutlerlauge dieses Nitrates wurde ein Pikrolonai hcrgestellt, 
den Smp. 225® hat. 

Analyse. 

e = 3,898 mg: COa = 6,270 mg; HaO = 1,81 mg 

ber, fOr Argininpikrolonat Qe HgaNgOa MO. 438,3 
43,84 .7i C 5,02 7o H 

gef. 43,887. C 5,1 9 7o H 


p. und Kohlenstoffgehalt stimmen auf Argininpikrolonat. 


. Niederschlag If. 

Durcli Koclien mit 30%iger Sohwefelsfturo, Versolzon mil Baryt, 
tJberfUliron in das Karbonat uud dann in das Nitrat warden 5 g Rohaus- 
beuto erhalteji. Nach dem Umkriatallisieren aus 80%igem Alkohol orbalt 
man oine Substanz, die weiB-gelblicli gefUrbt ist und bei 129'^ schmilzt. 

Analyse. 

e ■= 4,14 mg; COa ^ 4,470 mg; H 3 O =* 2,940 mg 
ber. ftir neutrales Argininnitrat M. 0, 246, 2 
, HNOb . V. HaO 
29,277o C 6,557o H 

gef. 29,46Vo C 6,73% H. 

* 

Snip, und Analyse stimmon iuf n^tralcs Argininnitrat. 

Die Mutterlauge wird in vicr Fraktionon aufgearboilcL; sic zoigton 
solbst nach zwoi- bis dveimonatlichom Stohou koine Noigtmg zur Krisial* 
lisatiou und bloibon sirupbs. Eino Fraktion davon wird mil Kupforkarbonal 
und WasBor gekocht, das blauo Filtrat wird oiugcongt: aucU liior hloibl 
nur oiu Sirup zurUok, dor in Alkohol unl6slioh ist. Das Kupfor wird daher 

wiodor durch H^S onlfernl und oin Pikrolonat horgoslollt. Smp. 225“. 

« 

Analyse. 

e == 3,898 mg; CO^ ^ 6,27 mg; HjO 1,81 mg 
ber. fUr Arglninlnpikrolonolat M. O. 438,3 
43,84 7<, C 5,027o H 

gef. 43,87 7o C . 5,20% H 

Der Smp. und die Kohlenwassorslorfboslimmungen dieses* PikioloiiuLcs 
sLimmen aiif das Pikrolonat des Arginin. 

Niederschlag HI. 

Er wird, wic bcroits obcn angogebcn, mil Schwofclsllure zerlcgl uud 
in das Nitrat ilbcrgofiihrt. Aus dom braunoii Sirup kristallisiorl naoli 
10 Tagon 0,3 g einor weiOen Substanz aus, die aus 05%igem Alkoliol urn- 
kristullisiort wird. 
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Analyse. 

e = 4,50 mg; CO 3 = 5,215 mg; HaO = 2,750 m 
gef. 31,61% C 6,85 7o H 

e = 3,638 mg; “ 0,57036 ccm 

t = 22° b = 754 mm 

gef. 18,07o N 

• 

Die Wiederhohing der Analysen ergab das gloiclie Ergebnis. Die Siibstanz 
jnuB sohr sauerstoffrcich sein; es bcrochnct sicb auf 1 N 1,614 C, 5,289 H 
iind 2,229 0. Es iat also wcder cin Arginiu noch ein Lysin. Vielleiclil 
sind bei der Dberftlhrung in das Nitrat durch die Behandlung mit Sal- 

petci'sii'urc Oxydationsproduktc ei^standen. 

# 

Aus der Muttorlauge wird dber di<f PhosphorwolfiainsiiurcfilUung 
eiu Pikxolonat erhallen; ein Teil dessclbcn isl in lieificm Alkohol Ittslich. 
Hioraus kristallisiorL cin Pikrolonat mit 18,32% N ans, Der in Alkohol 
unlasliche Teil hat 18,51% N. 


Analyse. 


e = 3,803 mg; 

t = 24“ 

gef. 17,847b N 


Na = 0,617 ccm 
b ** 752 mm 


e = 3,524 mg; 

t = 24“ 

gt:f. ,18,127« N •* 


Na = 0,584 ccm 
b — 748 mm 


Es Uegt also ein ProdukL vor, das an SlickstofT firmer ist als Arginin. 
Die Aiisbeiiten an dieser Substanz waren aber zu gering, als daB sic znr 
Idenlifizicrung gereicht hfilten. Wir haben dcshnlb die wcilcrc Bearbeitiiiig 
diesor Fragon ftir spater zurUckgestelll, besonders ira Hiublick darauf, 
daB wr bereils im Besitze weileren Ansgangsmaterinls in Form oincr mit 
Cynnamid bebandelten Gelatine sind. 
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B.) Pallung des Piavianariiltrates mit Reinecke-Salz 
und Verarbeitung des Niederschlags. 

Bovor ich ziir Schildorung der Weiterverarbeitung der Gelatine 
aborgeho, sei die Rcinooko-Fftllung von Basen bosohricben, die bei der 
Verarbeitung des EiwoiBcB in Bclrachl kommen kbnnon. Von deren Eigen- 
schflfteii muBto der woitore Arbcitsgang abhHngon, 

Es Icilete mich die Bcobacbtung von Christensen, wonach Rei- 
ncoko-Stturc • 

mil primtlren Aminen Salze gibl, die in warmcm Wasser nicht, in 
wUssorigom Alkoliol leicliL I5slic1i sind, 
mit aokundilron Aminen, SaUo, die in warmem Wasser schwer, in 
wUaaorigcm Alkohol loichl Ifislich sind,^ 

mil Lei'tiilrcn Aminen, S^kc, (Ke in warmem Wasser schwer, in 
wilssorigcm Alkohol schwer Ittslich sind. 

Zur lelzton Gruppe gehttrl auch das Gnanidin. Morlond’s Sale, 
das bci dor Darstolluug des Reineckc- Salzes anfullt, isi in seiner Kon- 
stitution durc.li Werner als das Guanidin-Salz dcr Roinccko-Slluro auf- 
goklUrl worden. lu naher Boziohung zum Guanitlin slchl das Kreatiniu, 
das, wic Terada (noch iiichl vcrOffcnllichle Bcobuchlungon aus unsoroin 
LaboraLoi'ium) festgeslclU hal,cbeiifall8eiu sehr schwer Ittslichcs Reinockal 
gibl. Die Sulzc warden durch do]>{)clic UmseLz\ing dor Ammonsalzc der 
Beineckc-Silure in schwach kongosaurcr Lbsung erhaUen. Die Rciuccko- 
Siture sell)sL zerseL/A sicli niclil besonders loicht und blcibt im Wasser 
gelosl, so (laB oiii gevinger tlbcrschuB von Miueralfianre nichls sohadet. 
Es wurdeii clalua' Guanidosiluren und Glykjicyamidinc* auf {lire Fdllharkeit 
(lurch die Rcinecki’-SUnro gtipriifl. AuBerdein wurdo untcrsncliL, inwiewoil 
die Hexonbasen llistidin nnd T.ysin, die obcnfnlls noch im FillraL dcr 
l''lavianfillurcf{llluug sleeken, schwer JOsliche Koineckalc gebcu* Naliirlich 
muBtcii auch (X-Aminoslluren in den Kreis der Unlersuchungeii gezog(;n 
wevden. 

Wic zu erwarlen war, gehen diese keinn scliwor iJislichcn Sake, auch 
nielli das Dipeplid Glycylglyciii iiud die Hexonbasen, Das Rcincckul 
des Arginin isl in wilsserigcm Alkohol leiclil lOsIich. 

Von deu EiweiBbausleinen gibl allein Prolin ein schwer liisliclies 
Salz. Oxyprolin stand mir iiichl zur VerfUgung. 
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FMllungen gaben ebenfalls s^mtliche untersuohte Glykocyamidine. 
Soweit mir die AminosSuren und Halogenfettsauren zur Verfttgung ge- 
itanden liaben, babe ich die entBprechenden GuanidosHuTen und ihre Gly 
cocyamidine eigens bergeBtollt und ihie Eigenscbaften studiert. 'Wichtig 
ivar weiterliin, einen Wog zu findcn, wodurch Reinecke>Salz wieder entfemt 
ivird. Man kQnnte die Salze ans^xiern und die komplexe S^ure fihnlich 
rtde die Phosphorwolframsauie mit Atber odcr Amylalkohol extrahieren. 
Besondero Yersucbe baben orgebcn, daB dieaer Weg im Kleinen bei Rea- 
^ensglasproben gut gangbar ist, boim Arbeiten im GrfiBeren zersetzt siob 
iber die Reinecke-Sfture wMfarend* der Aufarbeitung, so daB stets Cbrom 
in der wUsserigon Lbsung bloibt. Bequem ist sie durcb GbeTftihcung in 
3in schwer Ittsbches Salz zu cntfctnen. Die ErdalkaHsalze erweisen sicb 
biier im Gegensatz zur Phospliorwolframsfturc als unbrauchbar; brauchbar 
Bind Schweimetallsalze, vor alien Bingen Quecksilberohlorid, das sicb ja 
aucb in alkoholiscber Lbsung anwe^den IdBt. Im Filtrat vom Quecksilber- 
reineckat entfornt man das bbcrscbUsBige Quecksilber dutch Schwefel* 
(vassorstoff und ongt das Filtrat vom Quecksilbersulfid im Yakuum ein. 
Zurbck bleibt das Chlorid der gowtinscbten Base. Unter Umstfindpn ist 
Qs voruureinigt mit Ammoniumchlorid und Ammoniumrbodanid, wenn 
der Reineokc'Niedorsoblag nicbt grUndliohst ausgowaschon war, odor die 
Reinocke-Silure sicb aucli bei diesor Aufarbeitung etwas zersetzt hat. Yon 
Qrstorom Salz trennt man dutch Auskoohen mit absolutem Alkobol; auoh 
V'on der LbsHchkeit der Ghlorbydrato gowisser Bason in Chloroform kann 
man vorteiibaft Gebraucb machen. 

Es fallen mit Roinccke-Salz: Blciacetat, Silbcrnitrat, Kreatinin, 
Arginnitral (alkohollbslich), Glykocyamidin, Pbonylglykocyamidin, Ala- 
kreatinin, Proliu. Flaviansllure, Glycylglycin, Lysin, Histidin, Glutamin- 
3£lure, Glykokoll, Alanin gobcn koine FUllung. 

Ich lassc jctzt die Darstolking dos Rcinocko-Salzos folgen wic sic 
Clu'istcnscn gcgebcn hat und boschroibe die Darstellung der hcrgcsiollten 
Reinockntc des Proliu und dor Glykocyamidine. 

Darstellung des Reinecke-Salzes. 

(SCN)i Cr (NHs), . NH* 

200 g Ammoniumrhodauat werdcn in dor Porzellanschale iiber 
3inem krSftigen Bunsenbrenncr gescbmolzcn; dann wird in mbglicbst 
cleinen Portionen 34 g fein gepulvertes Ammoniumbiohromat zugcgobon. 
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Die goBohmoIzeno dunkelviolette Masse wird wUhrend des Abktihlens mit 
dem Grlasstal) gertihrt. Ist sie v5lUg erkaltet, so wird sie im MCrser fein 
zerriebon, mit 150 com 'Wasser ansgelaugt uud abgesaugt. Das Filtrat 
wird woggegossen. Der Niederschlag wird in 400 ccm Wasser gebracht, 
auf 50® erwUrmt und bei dioser Temperatur wird rascli abgesaugt. In dem 
eisgektthiten Filtrat krislallisiert das Reinocke-Salz raacb aus. Um es voll- 
kommen rein zu bekommen, mufi es nocb dreimal aus Wasser bei 50® 
umkristallisiert werdon. Ausboulc ctwa 15 g. Es krislallisiert mit einera 
Mol. Wasser, gibt aber selbst nacb Ifingerom Trocknon im Hocbvakuum 
tiber P 2 O 5 und KOH bei 110® sdn Xristallwasser nicht vollsttlndig ab. 
Die Stickstoffbestimmung naob Duauas gibt keine befriedigendcn Werle, 
wohl aber oignel sich die Koblenwasserstoffbestimrnung zur Analyse des 
Keinecke-Salzes. Die gefundenonWerte ftir Chrom sind in dor Rcgel durch- 
sohnittlich um 0,1 bis 0,15% hbber alg die bereclmelen Werle. 

Analyse. 

e = 4,686 mg COa = 2,445 mg HgO— 1,440 mg CrsOg = 1,084 mg 
ber, far QH.^N/SiCr M.G. 436,1 

14,28^ C 3,007. H 15,477o Cr 
gef. 14,247. C 3,447. H 15,837. Cr 

ProHn-Reineckat 

0,12 g l-Prolin (1/100 Mol.) wcrden in 1 ccm Wasser geldst und mil 
Salzsilure bis zur kongosauren Reaklion angesauert. In cliese LOsung 
fillricrl man cine warrae gesUtligte Reinecke-SalzlOsung in geringcm Dbcr- 
scIiuO. Die sofort cnLsLandencn. Krisballe werdcn abgcsaiigL, gcwnRclicn 
und aus warmem Wasser umkristalligierl. Dber P 20 r, und J^OH bei 110® 
im Vakuum gelrocknel belragl die Ausbcnle 0,35 g. 

Analyse. 

e‘=4,288 mg C02'=’3,185 mg H2O=l,560 mg CioOa = 0,756 mg 
ber. fur CaHi^NTCrSiOj M. O. 434,48 

11,96% Cr 24,877. C 3,717. H 
gef. 12,067. Cr 24,657. C 4,07 7 . H. 
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(jlykocyamidin-— Reineckai 



0,7 g Glykooyamidinchlorhydrat wurdcnin 1 com Waeser gelttst und 
1,7 g Reinecke-Salz, das bei 55® yi 75 g Wasscr gelfist war, gefallt. Nacli 
a Waschen und Absaugen umkristallisiercn und bei 110® tiber PijOg 
1 KOH im Vakuum trocknon. Die Substanz ainlert bei 170® und zer- 
5t sicli, obne zu aohmelzen bei 180®. Lftslichkeit: 0,18 g in 100 Toilen 
aser bei 19®. 

Analyse, ^ 

e=6,460 mg COg =4,680 mg HjO=l,700 mg Cr30B=l,27mg 
QHiaNnO S,Cr M. G. 418,46 * 

20,08% C 2,89% H 12,437o Cr 
^ci. 19,76% C 2,957o H !2,457o Cr 

Dio Ltialichkoit wurdo immor in dor Wciso beslimnil, dnfl cine oliquote 
nge der Substanz 1 Stuiidc long mil soviel Wasscr bei 19® atoben blicb, 
J ein ungclBster Bodensatz im GofilB zuriickblicb. Es wurdc Jiilufig mit 
ti Glasstab umgcriihrt. Dnun wurde tinier Verwerfen dor ersten Teilo 
Filtrats abfiltriert, einc aliquote Mengc ini Wilgcglilachcn gcwogeii, 
' dem Wasserbad eiugedampft, und nach dcin Trocknen im Exsikkntor 
Rtickstand bestimmt. 

Alakreatinin-Reineckat. 

• * 

Darstelfung der rx-Guanidopropionsaure. 

COOH 

1 

CH. 

HC-N-C-NH^ 

I I II 

H H NH 



Die Dai'Stellung erfolgl nach der von Ramsay angegebenen Vor- 
Bchrift. 10 g GxianidinkarbonaL werdenin vordiinnter Schwofelsdure golOst; 
nach dor Verdtlnnnng mit Wasser wird die Sohwefelsiliirc mit Barium- 
hydrat quantitativ ausgefflllL, und das Filtral imtcr 12 — 15 mm Druck 
bis auf xingefahr 10 com eingeengl. Diese LOsung enthalt nach dor Borech- 
mmg 6,56 froies Guanidin. Zu dieser GuanidinlOsung gibL man Lropfon- 
weise unter KiihUmg 3,4 g a*BrompropionsUure; das Guanidinsalz fdllt 
zuerst aus, lOst sicli allmahlich boim ErwUrmen auf 60®; nach 1% bis 
2 Suinden ist die Reaklion vollondet. JJm das noch vorhandcne Wasser 
zu entfcrneii, ongt man die schwach gelb gefdrble Lttsung bei einem Druck 
von elwa 14 mm bis zum Sirup ein. Die zdhc Fliissigkeit wird nun mit 
100 com absolutom Alkohol vormischt und 100 com Acolon zugcfttgl. Die 
Fliissigkeit trlibt sich hierbei und nach einigen Slundon ist eine reichlichc 
Kristallisation entstandon. Die Kristallb werden abgosaugt, mil kallcm 
Alkohol gevaschen und aus hdiBcm ^^asser mehrmals umkrislallisiert. 
Dio Ausbeute an reincr Subslanz betrug 60% der Thcorie. 

Darstellung des Alakreatinin— Reineckats. 

(M et hy Igly kocyam i d i n) . 

3 g dor nach Ramsay hcrgestclltcn Guanidopropionsiiure wcrdcn 
6 Stunden lang mil 10 com 2/1 n-Schwofclsiiure am RiickfluBkttlilcr ge- 
kocht. Nach Vcrdtinnen der Losung mit Wasser wird die ilberschttssigc 
Schwefelsilurc durch Barytitisung entfcrnt. Das auf 50 ccm cingcengtc 
Filtral wird bei schwach kongosaurcr Reaklion mil ciiicr 50® warmoii 
Reinecke-SalzlOsuiig gefilllt. Von den Krislalleu wird nach cincr Sluiidn 
abgesaugt; sie wcrdcii mit kaltem Wasser gut gcwaschcn und im Exsikka- 
tor iiber KOH und Schwefolstiure geirockuoL. Die Sulxstanz sinlcrl bei 
160® und zersetzL sich bei 170®. Ausbeute elwa 10 g. 

• 

Analyse, 

e=4,865 mg C02=3,Q25 mg 1,520 mg == 0,907 mg 

ber. far QH,,iN„0 S^Cr M. G. 432,48 

22,2% C 3,26% H 12,02% Cr 
gef. 22,0% C 3,50% H 12,76% Cr 
Lbslichkcit; 0,52 g in 100 Teilon Wasser bei 18®. 


43 



Kreatinin— Reineckat. 


0,11 g ICreatmin (1/100 Mol.) wirden in 1 com Wasser goIOst nnd 
iazu soviel SalzsUurc gegeben, bis Icongosaure Reaktion cintrat. Die LOsung 
vird mit oiner -warmen Reineckc-SalzIOsung (0,32g=l/100 Mol.) versetzt. 
Die Ausbcute nach dem Trocknen im Vakuuni tiber PgOg und KOH bei 
10*“ belnig 0,4 g. Zeisetzmigapunkt bei 182® nach vorherigom Sintern 
)ei 180®. Die Ldslichkeitbctrilgt 0,16 gin lOOTcilen Wasscr (nach Torada, 
loch niehL veriiffeiitlichte Arbeit aua unscrem Laboratomim.) 

Analyse. 

5,516 mg HaO^ljTdOmg COa = 4,505 mg CraOa = 1,015 mg 
3er, M. G. 432,48 QH^NcSiCr 

22,20 7a C 3f26 7. H 12,02 7o Cr 

gef. 22,287a C 3,55 7oH 12,59 7o Cr 

Glykocyamylglycin. 

NHj 

/ 

C==NH 

\ 

NH . CHa . CO . NH . CHs . COOH 
A) Olycylglycin. 

Als Ausgangsmaterinl diente Glycinanhydrid, das aus Glycinoster- 
ohlorhydrat ubcr den frcien Glycinesler (E. Fischer) hcrgestcllt war. 
10 g des feingepnlyerten Glycinanhydrid wurden mil der aechsfachen 
Gowichtsmengo raiicheiider Salzs^ure schncll ziim Sieden erhilzt und 
etwa 1 Minute im Sieden orhalten, wobci vSllige LOsung cintrat. Bcim 
raschen AbkUhlen schied sicli das Chlorhydral des Glycylglycin nls dicker 
Brci vou Nadeln aus. Die Ausbeulc betrug 60%. Zur liberfiihriing in die 
freie Aminosihire wurde ein Toil des Salzcs in 25 Teilen kallen Wassors 
geliisL und 0,8 Tcile fein gcpulverles Silbcroxyd zugeftigt. Nach krilftigeni 
Schilttelii wurde von dem Chlorsilbcr abfiltrieri und dasselbc mil inu- 
warmern Wasscr gcwaschen. Die Filtrate wurden mil Schwefelwasserstofl' 
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vom Silber befreit, auf dem Waeserbad eingeengt uud in der Hitzc mit 
Alkobol bis zur TrUbung veraetst. Beim Abktihlen scheidet sick das 
Glyoylglycin in perlmuttorglanzenden Blattclien ab ; sie werden abgesaugt 
mit Alkohol und Ather gewaschen und bei 100® getrocknet. Smp. zwisehen 
215 und 220®. 

B) Aniagerung von Cyanamid an Qlycylglycin. 

2,8, g Glyoylglycin worden mit 10 com Wasser und 1 g Cyanamid 
mit einigen Tropfen Ammoniak mobtera Tago atehen gelassen. Man saugt 
dann von dem Kriatallbrei, der daa Anlngerungsprodiikl darstellt, ab, 
wilscbt mit Wasser und Alkohol und trocknet bei 100®. (Clcmenti). 
Ausbeute 1,5 g. 

Analy,^e. 

e’=4,501 mg; CO2“5,720 mg; H2O=2,550 mg 
ber. fUr CfiHioOeK M. O. 102,1 34,46 7 d C 5,97 7o H 
gef. 34.64% C 6,34% H 

C) Hydrolyse des Glykocyamylglycin. 

0,7 g des nacli dementi in dcr oben angcgebcnen Weise hcrgcstell- 
tcn Dipeptidderivates wurden mit 1 g konzentrierter ScbwefelsUiire und 
2 g Wasser 10 Stunden lang unter RfickfluBkllhlung gekocliL. Z\im Hy- 
drolyaat ■vvird dann sovicl heiBe Barytlfisung gcgeben, bis scliwacli koiigo- 
saure Reaktion einlritt. Das Fillral wird auf 5 com eingeengL und mil cinera 
geringen UberschuB von M'armer Rcinecke-SalzlOsung gcfillll. Der bei 110® 
im Vakuum gctrocknele Niederschlag wicgl 0,54 g. Scin ZersclzungspunkL 
liegt bei 180®. 

Wenn cine vollstilndige Hydrolyse des Glykocyamylglycin cinge- 
treten wflre und wenn die abgespaltene Guanidocssigsiiure qunnlilativ in 
Glykocyamidin tibergegangen ware, so bailen wir slatt der gofundenen 
0,54 g des Reineckates 1,68 g Reineckat finden mussen. Das Fillral der 
Reinecke-Fallung gab aufweilerenZu&alzanReineckc-Salzkeinen Niedcr* 
schlag mehr. 

Nach der Zerlegung des Filtrates dnrcli Quecksilberchlorid und 
Schwefelwasserstoff gab der als RUcksland gebliebene Sirup durcli vor* 
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sichtiges Aufuehmou mil verdtiimlem Alkoliol cine reicblicho Krislall- 
bildung. Eine Probe dioaer Kristalle in 4 Vol. %iger SchwefelaUure ^ 

geldst, gab mil PWS atarke Fallung; dies weist auf die Gegonwart von 
Guanidoessigsauro bin. Die Kriatallmasse, die aus einem Gemisob von 
Guanidocssigsaure und Glykokoll besteheu dtirfte, wurdc mil Kupfer- 
karbonat nnd Wasser gekoebt, Ans doin tiefblauon Filtrat wurde das 
Kiipfersalz des Glykokolls isoliert. Durch Umkristallisiercn wiirden 0,5 g 
analysenreincs Glykokollkupfer crlialtcn; cs wurde durch eine Sticksloff- 
beatiramung nacb Kj eldahl nls solchea idenlifizicrl. 

Die Multerlaiigc vom Glykokollkupfer wurde ebenfalla kjeldablisierl. 
Verbraucht wurden 72 cem ii/lO Saurc = 0,0900 g N. Dicsor Wert cut- 
spricht 0,214 g Guanidoessigeaurc. 

Bei der Hydrolyse des Dipeplidderivates spallete sicb also das Gly- 
kokoll qunntitaliv ab, 

Das zweite Spaltatvlck, di(^> Guapidocssigsaurc, ging durch das 
Kochon mit SoiiwofeUauro zii 50% in den Ringkfirper, das Glykooyamidin, 
ilbcr, das ala Boincoke-Salz isoliert werden konnlc. 

Fallung des Hydt^olysafs mit Reinecke-Salz. 

Das Filtrat der mit flaviansaurom Natrium crbaltcnen Nicdcrscblago 
war auf 600 ccin eingeengt worden. Es liallo im Vcrlauf mehrerer Wochon 
wahrend des Aufcnthaltcs im.Eisschrank Kristalle nbgoscl/.L. Diese wurden 
abgesaugt und mit verdttnnlcm, cisgckOhllcm Alkobol gcwaschen. Sie 
bestanden grOBlenicils a\i& anoiguniscbcn Salzcn (Nalrhimsiilfal). Uin diese 
abzutrennen, wurde die Kristallniassc in wenig Wasser gelosi und mil 
cinem tlberschuIJ von Kupferkarbonat 1 Stundo bmg uiilev RiickfluB- 
kiiblung gekochl. Das Filtrat wurdc cingccugt, die danuis gewoniienen 
Kristalle, die lufLtrookcii 2,3 g wogen, cr^vicscii sicb als das Kupfcvsalz 
dos Glykpkoll. 

Das schwofclsaurc Ilydrolysat wurdc bicrauf mit IieiBcr Barytliisung 
versetzL, bis die LOsung scbwach kongosaucr reagiorie. Nach dem Aua- 
koeben des Bariumsulfatnicderschlagcs wurden die vcvoiniglen Filtrate 
durcb Eiiidampfcn auf doui Wasscrbnd auf cinVol. von 600 com geln’achl. 

In die scbwach kongosaurc bruungefUrbtc Liisung wird eine auf er- 
wilrinte LOsimg von 20 g Rciiiecke-Salz in 200 g Wasser bincinfilti'icrt. Es 
entstand sofort cine flockige Flillung, die sicb bald krisLalliniscb absetzte. 

Der StuLzen, in deni die FUllung ausgcftihrt wurde, wurde vicr Stunden 
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lang iu6 Eis gestelli. Nach dom Absaugeu dcs ititUchbraunen Niederschlags 
wurde in das Filtrat wieder eine warme Reinecke-Salzlfisung hineinfiltriert 
(25 g in 250 g Wasser goltisl). Es entstand eiue braune schmierige Fallung; 
das Gefafi stand noob 12 Stunden im Eis. Dann wird der Niederschlag 
abgesaiigL und gut gewaachen. Im Filtrat ist Reinecke-Salz noch imtJber- 
scbuB, donn durch erneuten Zusatz von ReineckesalzlSsung enstand 
keino Fallung mehr. Das Filtrat, dcsscnVoluinen 1200 com betragt, wird 
ftir dio spatei'o Aufarbcitung bci Scite gestellt. 

Die beiden init Roincckc-Salz evlialieucn Niedersohlage >vurden im 
Exsikkator unter AuaacbluB von Liclit ilber Natronkalk und Schwefel- 
sUiire geli'ocknet. Der crate Nioderschlag (I) wiegt 19 g. Er ist feiu kristal- 
linisch, roaarot gcfarbt: scin Zeraetzungspunkt liegt zwiscben 160** und 
165°. Eino Probe Avird im Reagcnsglas unter Erwannen in “Wasser gelttst. 
Beim Abktiblen erfolgl nur ganz langsam die Abscbeidimg eines fein- 
pulvrigon, anscheincnd amorpben Niedcrscblages, der sich beim erneuten 
Erwarmen mil Wassor nicbt mcbr vollkommen Ifist. Die Hauptmenge dcs 
Niodcrsohlags wird nun rail 200 g Wasser angericben und auf 55° erwarmt. 
Von dem ungclOst gobliobcnon Toil wird ahgesaugl. Beim Abktiblen des 
Filtrates fallen Krislallc aus, die nacli dem Tiockncn 2,5 g (Nr. 1) wiegen. 
Ibr Zersetzungapunkt liegt zwiseben 155° und 160°. In das mit 500 com 
Wasser vcrmischtc Filtrat wird der ungclJJsl gebliebeno Teii der Fallung I 
gebraebt. Beim Erwllrmon auf 55° tral vollstUndige Ltisung ein. Beim 
Kllhlen in Eiswasscr fielcn Krislallc aus, dcren Trockengowicht 7,5 g 
(Nr. 2) belrug. Ihr Zersetzungspunkt lag zwiseben 155° und 160°. Gleicber 
Zcrsclzungspxuikt beim Mischcu mil ciner Probe der Fallung Nr. 1. 

I. Die beiden Nicdcrsclilagc (2,5 g und 7,5 g) werden in gleicber 
Weise, jcdoch gelreinil, wcilcrvcrarbcilet; Nach dem Auflosen in 50%igem 
Alkoliol wird mil eii»er gosalliglen kaltcn alkoholischen Quecksilber- 
chloridlUsung gofUllL und mil Wasser gewasclieii. In dem sqhwacli rosa 
gefUrblen Fillral wird das uberschiissige Quccksilber mil Scliwcfelwiihser- 
sloff cnlfcrnl, das Filtrat voin Quccksilbersulfid wird schlicBlich im Va- 
kuum bis zum Sirup cingccngl. Ebeuso wird die Mutterlaugc der beiden 
Nicdcrschlagc mil Quccksilbcrcblorid und .Schwefelwassersloff behandtdt. 
In alien drei Fallen lOsle sich der zuruckgebliebene braune Sirup Iciehl 
in absoluLcm Alkohol. Die alkoholisclicu Losungen warden in Glasscbillchcn 
gebraebt und melirere Tagc im cvakuicrlcn Exsikkator tiber Calciumcblo- 
rid und Scbwcfelsaurc aufbewahrl. Es enlsLandcn in jeclem der Scbalcben 
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iinigc wenige Kristalle. An der Luft zcrHosson sie. In dom aus dor Mutter- 
auge eutBtandenen Sirup war dio Kriatallbilduug am reiolilioheten. 

Dieser kristallhaltige Sirup dor Mutterlaugo wild mil eiskaltem ah- 
lolutem Alkohol verrttlirt und raach abgesaugt. Ausbeuto nacli dem Trock- 
len im Exsikkator liber Calciumchlorid und Solwefelsiiure 0,4 g; Smp. 
L50 — 152'^. Umkriatallisieren aus wonig hoiflem absolutem Alkohol unler 
aaclifolgender Eisktihlung. Trockneii hoi Zimmortemperatur im Vakuum 
liber P2O5 und KOH; Smp. 154°. Die Substanz ist sehr hygroskopisch, 
3io wrd liber p2^6 KOH bei 110° im Vakuum gotrocknet; ihr Smp. 
blieb bei 154°. Zur Idenlifizicrimg der Substanz wcrden cino Formol- 
titratiou, eine van Slyke-Bcstimmung, cine Clilorbeslimmung, eine 
Kohlenwasserstoff-BcBtimmung und jc eine Stickstoff-Bcstimmung nach 
Kjeldalil und naoh Dumas ausgeflihrt. 


Analysen." 

38,018 mg in 20 com Wasscr gcldst und mil n/10 Natronlauge gcgon 
Phenolphthalein titriort vorbrauclilen 1,47 com n/lO Natronlauge «= 5,35 mg 
Salzsfture != 14,07% Chlor. 

In der gleichoii LOsung Formollilration nach SOronsonj Vor- 
brauoht 1,73 com n/lO Lauge = 2,422 mg N = 6,344% N. 

In der gloichou Lbsuug wird dor Gcsamtstloksloff nach Kjoldghl 
bostimmU Es warden 2,82 ccm ii/iO Sliuro vcrbraucht = 3,948 mg N =» 
10,39% N. 

e = 5,849 mg; 0,51646 ccm 

1 = 19° b = 756 mm 
gef. 10,277fl N. 

e = 4,55 mg 002=7,435 mg H30 = 3,21 mg 
gef. 44,54V. C 7,89 V* H 

e= 9,649 mg; AgCI = 5,170 mg; 

gef. 13,46 Vo Cl (iinicr Bcrucksichtigung cincs Rllck- 

standcs von 0,144 mg) 

Wasserbeslimmung; 20,483 mg vorloren nach G-sllindigem Aufenlhall 
im Vakuum bei 1 10° liber PgOg und KOH 0,125 mg an Gewicbl = 0,625% 
Wasscr. 
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Mikro-van Slyke: e = 7,480 mg b*=760 mm 

Nach 10 Minulen langem Schiltteln — 0,32 com N = 0,23% N 
Kontrollversucli nach 10 Minuten langem Scliiittoln— 0,28 com N 

‘Au 8 den Analysenworleu 44,54% C 7,89% H 10,27% N 13,46% Cl 
bereohneL sicli cin ALomverliUltnis von 

Cl0Hl7O4N2a 

Das Molekulai'gewichl wurdo wegen des vorliandcneii Aschegehaltcs nicht 
beslimmt. 

Aus der alkaliraclrischen Titration xind aus der Chlorbestimmnng 
berechnot sicli auf ein Atom Sdekstoff nur % Mol. Salzsiiure. Das ProHn- 
chlorhydrat ist im Schrifttum nicht beschrieben ; unser Prolin (Sammliings- 
praparat) gab unler den gleiohen Bedingungen, imler denen die obigo 
Substanz gelrocknot worden war, cii^ Chlorhydral, dcssen SalzsHurcgohalt 
hdhor als ein halbes Aquivalehl war. 

In 20%igcr Salzsiiure, welchc in 0,8948 g, 0,06636 g dor Subslanz 
gclOsl cnthielt (sp.^G. 1,1076), war dicDrchung bei 19° Natriumlicht 3,50°. 

[a]S- -45,76” 

E. Fischer gibt ftlr [f4]Q unter den aonuL gleichon Bedingungen 
— 46,53° an. 

Die spczifischc Drclumg unsercr Siibstanz sliirimt ziemlich gut auf 
Prolin, der SalzsUurogehalt unscres Prilparales betrllgl aher niu’ so viel 
als Prolinchlorhydrat cnthalten muBlc. Es wilro also mOglicli, daO wir 
cin Dipeplid aus Prolin und Oxyproliu in den IJihulen halLen, dessen 
clcmenlarc Zusummcnselzung die glciche isl wic bci Prolin abor nnr die 
HiUftc clcs Snlzsilurcgehalles vom Prolinchlorhydrat eifordcrl. Ein solclies 
Peptid ist noch nicht bekannl, das Anhydrid liat Dakin prlmUen, Na- 
tilrlich ist unser Prilparat als Dipepdii noch niehL idenlifiziert. Die An- 
nahine, daB es ein Dipeplid ist, wiirdc init der Sohivcrle-slichkeit dch 
Rciueckatcs ubereinstiinmen. Voi* allem aber hat Dakin aus Gclalino, 
als er das Ilydrolysat unter gewohnlichem Druck mil Bntylalkoliol extra- 
hierte, das Anhydrid eincs Dipcplidcs vou obiger Zusainmeiisetzuiig ei- 
lialtcn und seinen Aufbnu durch den quanlitaliven S])altiingsvcisurh 
bewiescu. Peptide kbnnen sich Icichl durch siedendeii Butylalkohol an- 
hydrisieren; daft aber freioa Prolin mil freiem Oxyprolin zu dem Anhydrid 
zusainmeugctrclen ist, ist sehr unwahrscheinlieh. Daftlr, daB das Peptid 
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primar im EiweilJ vorgebildeL iat* apricht die t)bereiii8tirilmuug im Be- 
funde Dakins niit dem unsrigen. Es ware demhaoh eiu solchea Peptid 
besonders schwer spaltbar. Auob Prolylaianin wird durcli rnuchende Salz- 
silure uicht leicbL gespalten (E. Fischer). Dab die tertiare Bindung des 
StickatoffaLomcs in dem einen Baustcin oincs Peptides auch oft zu anor* 
maler Reaktionsweise fiihrt, hat E. Fischer init Roif und mit Ghind 
gezeigt. 

11. Der rosarol gefUrblc Nicdcrschlag der Fallung 11 wiegL nuch 
dem Trocknen im Exsikkator (liber Natronknlk imd Schwefelsiluro) 2] g. 
Er sintort bei 155® iind zoreotzt sicir bei 165®. 

Durch fraktioniertc Kriatallisalion axis Wasser (bei 50®) wurden 
6 Kristallfrnktioneu erhalten; 


1. 4,0 g Zei’setzungspunkt 155 — 165® 


2. 4,0 g 

3. 2,0 g 

4. 2,0 g 

5. 0,6 g 

6. 1,0 g 


»* A 
»» 

»» 

»> 


155—165® 
"ibO® 
140—150® 
150—160® , 
150—160® 


13,6 g; es auOason also in der Mniicrlaugo (II) noch 
7,0 g Reiiiockat sLockcii. 


Dio init II bozoichncLe Miiltcrlaugc und die C Krlstnllirakiioucn 
werden in dor oben beschricbeuen Wcisc mil Qiiecksilbcrchlorid und 
Scliwefelwasscrstoff behaiidell und in die Chlorhydralo libergcfOliri. Die 
gclbbrauneii airuposen RlicksUludc zcigcii wflhrcnd ihves melirwOchcnl* 
liclien Aufenthallcs im Vnkuumcxsikkalor (liber Schwcfclsilure und KOIT) 
luir Spuren von Kristalleu, An die Lufl gcbrachl zcrflicBeii sic. 

Der RUcksland aus der Miitlerlaugo II wird in der Annalnnc, duB 
cin Glykocyp-midinderivat vorlicgL, mit Wnsscr und Zinkoxyd cine Slundc 
lang mit RiickfluBkiihlung gekoclu. Die Filiralc vom llbcrBchussigeii Zink- 
oxyd werden ziir Trockne gcbrncIiL und mchrniuls mil Alkoliol uusgekocliL. 
Der jetzt verbliebene Rlickstand cnlhioli luir Spuren von Zink, woraiis 
folgt, dafl die fraglichc SubsLanz kein Zinksalz gcbildel hallo. 

Die Fraklion 6 wurde mit wenig Wasscr aufgenommcn und durch 
zwcistnndiges SchllLtelu mil frisch gcftilUcm Silberoxyd von der SalzsUure 
befreit. Das vom Silber gereinigte Filtrat wird im Vakuum zur Trockne 
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gebraclit, der Rtiokstaiid wird aus absolutem Alkohol iimkristallieiort. 
Trocknen im Exsikkator ttbor Calciumcblorid und Scliwefelskure ; Snip^ 
bei 218 — 220° .Die Kristalle, unter dem PolarisationBmikroskop betracbtet 
zeigen eine sohiefe AusIOsohung. Sie eclimeoken sttB. In 4,6%igor wksse- 
rigor Lbsung drelit die Substanz das polarisierto Licht nach links. 

[a]|r = - 74,64» 

Im SchrifLtiim wh'd die Drcbung des 1-Prolin mil — 80° angcgebon. 


Analyse. 

e = 5, 190 mg; CO 3 ■= 9,690 mg; HjO = 4,450 mg; 

0,028 mg Rflckstand= 0,5470 

Ber. ftir Prolin QH 0 O 3 N M.G. 115 52,27o C 7,S7o H 

gef, 50,937c C a,277oH * 50,93% C 8,27% H 

0 = 8,486 mg; 0.88690 com 1 = 21° b = 753 mm 

ber, fOr Prolin M.G. 115 = 12,27n N 
gef. 12,017.. N 

Es scheinl also uocli utchl ganz rcincs I-Prolin vorznliegcn. Damil sLimmL 
der etwas zu iiiedrigc Wert fttr falp iibercin*). 

Die zum Polarisieroii bcnttlzle wiisserigo Lbsung -wiivdc milPlienyl- 
isocyanat und Salzsilurc iu das ilydaiUoin ObergofUhrt: 

HjC CH, 



N - CO - N - C„H, 


Es bcsil/.L don Snip. 143° und slimmt damit mil doin ^'lm E. Eihclior 
])C8chricbenen Prolin-Hydanloiii Uberein. 

Prolin isl cin EiweiBbauslcin, den gcraiic liio Gelaliue in Ix'sondovh 
grofier Mengc bcsitzl. Von den Ulirigen Aniinohauron unUnscheidol os 

*) Aiimerkiing : Iiizwischcii isl cb mii gcliinR<*n, die Mcliiodo ho zii vpil)c«sci'ii. <tn8 
die bciden Proliiie in onalysenrcincm Zustnnd cvlmUcn ^vevdcii. 
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_«icli (lurch seine loiclile Ltislichkeit iu absolutom Alkohol. Auf diese Weise 
liifiL Qs sich von jencn tronnen, aber nur mit'groBer Miilie ganz rein gc- 
winnen. Da die Reineckesaure die Aminosauren iind PeptidanUydridc 
nicht fallt, die das Rohprolin meiat verunrcinigen, so scheiueii wir in ihr 
ein Miltel in die Hand bekommeii zu babcn, mit dem man Prolin nnd 
Oxyprolin isolieren kann. Weitere Unlersuclmngcn in diescr Riclilung 
siud im Gangc. 


Methyliertes Kasein. 

MethylierLc EiwciBk5rper hat zucrsl Skraup dargcsLelll. Die Unlei'" 
suchungcn sind elwa gleiohzeitig ^n Wien und in Heidelberg wieder auf- 
geuommen worden. Skraup hat ici alkoholischcr Lbsnug mil Jodmcthyl 
und Kalilaugo gearboitct. Gcake und Nioronslcin, Herzig und Land- 
Steiner arboiteten in Rthorischor Lftsung mit Diazomethan. Im Kosscl- 
sohon InstituL wurdo in wilsscrig'alkalischcr LOsung mil DimothylsulfaL 
mothyliort(Rogooinaki, Edlbachcr). Einzolne Gruppcn verhaltensich 
hoi vorschiodenou EiwoiflkOvpern vcrschiodcn, ^Wc die N-Methylbcatim* 
mungoii und Formoltitrationcn odor van Slyko-Bestimmungen im 
Hydrolysat und scinen Fraktiouon zcigcn; donn an ihnen und ihron 
Ilydrolyseprodukten worden diese Stickslofformon sowio die mil Sauer- 
Btoff verbundenen Methylgruppen in den cinzclncn Fraktionen bestimmt, 
and die Wertc in Beziehung zum Gcsaralstickstofl’ dcr Fraktionen ge- 
brachl. Auch acetylicrLe (Troenaegard) und dcsamidierle Proteinc 
(Lands tciner) wurden raethyliert. Trotzdcin hcrrscliL noch UnklarhciL 
Uber den Verlauf dcr Melhylicriing. Edlbachcr und Kossei hallcn dnfiir, 
dafl nur wenige Aininogruppen, z. B. die cndsliuulige dcs Lysin, voll- 
slihidig itWJthylierL werden, wahreiid Herzig und Laudsteincr 
glaubcu, dab auch der pepLikgeimndcno SlickstofC monomelhylierl wild. 
Zu oilier sichcren Entscheidiing liaben die bhherigen MeUiodcu dcr Unler- 
suchung, die fast nur analylischer Art wareu, nichl gcveicliL. 

Wir glauben, die Frnge dadurch weiler zu bringoii, dafJ wir das 
mctbylierLe und hydrolisierte Eiwcifl verfttLlcrtcn und die MethylprodukLe 
alls dem Ilarn zu gewinnen suchlcn. Dcr Tierkorper verbrennL rostlos 
siimtliche nichtmethylierte Aminosiluron. Im Harn erscheinen, weiin Edl- 
bacher recht liaL, Betaine, wenn Herzfeld und Laugstciner rcchl 
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haben Monomethylaminosaur^, Beide Kdrperklasaen bestehen aus Ver- 
tretem, die ftir den Tierkarper scbwer angreifbar sind und ibn unverandert 
durchlaufen. Dies baben Kutscber imd Ackermann fQr die Betaine, 
E. Friedmann fiir die Metbylaminosauren bewieseu. Die Betaine lassen 
sicb ala schwacb basische Substanzen aus dem Harn mit Pbospborwolfiram- 
saure ausfalleu, die Monometbylaminosauren warden im Filtrat davon 
steckeu und sicb wobl nacb Acylierung in Form von Sauren ge^vinnen 
lassen, die in Wasser schwer, in Ather leicbt Idslich sind. 

Man kbnnte nocb den Einwand macben, daG die scbwerverbrenn' 
lichen Produkte des Hydrolyaats im Tierkorper nocb nacbtraglich methy- 
liert werden. Er kann dieses ja. Pyridin erscbeint als Methylpyridinium- 
bydrochlorid im Harn {wie His gezeigt hat), und Nikotinsaure wird ebeu- 
falls monometbyliert undgebt in ihr Betain, das Trigonellin iiber (Acker- 
mann). Diesen Einwand wttrden wir^ mit diesem Beisplel nicbt gelten 
lassen konnen, dean von dem^ tertiatgebundenen Stickstoff des Pyridin, 
der selbst Ringgbed ist, ist cin auormales Verhalten nicbt verwimderUch, 
und seine leichte Methylierbarkeit aucb aufierbalb des Tierkbrpers bekannt. 
Der TierkSrper kann allerdings aucb andere gewabnliche Aminogruppen 
metbylieren, we aus der Bildung von Adrenalin hervorgeht. Docb ist 
dieses cine selten vollzogenc Reaktion. 

Monometbylaminosauren warden die Formolzalil des Hams ver- 
mehren. Der formoltitricrbare SlickstofT betragt ctwa 2% vom Gesamt* 
stickstoff des Hams bet normaler ErnHhrung. Fine Erhbhung kann 
aber auch auf Rechuung des optischen Antipoden der normalen nicbt- 
methylierten Aminosaure zu sclzen sein. Die Metbylierung des EiweiG- 
korpers erfolgt ja in stark alkaliscker Losuug. Wenn auch dutch niedere 
Temperatur und mdgUciist rasches Arbciten einer Razeinisierung vorge- 
beugt wrd, so ist doch unter dieseu Bcdiuguugen das Casein bereits der* 
artig veriinderl worden. daG es scinen Phosplioranteil verier. Eine 
Monomctliylaminosaure oder der optische Antipode einer 'Aminosaure 
wiirde sicb durch gleichzeitige van Slyke- Bestimmung und Sorensen- 
Titrationen nachweisen lassen. 

Auch das phenolische Hydroxyl des Tyrosin wird bei der Methy- 
lierung verschlossen. Dies geht daratis hervor, daB im methylierten Casein 
die Millonsche Reaktion mcht mchr positiv ausfallt. Es ist allerdings kein 
sicherer Beweis fUr die Bildung einer Methoxylgruppe, wie Abcler balden 
klirzlich gezeigt hat. Dieses p-MetUoxylphenylalanin wUrde uns aber nicbt 
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Btttfen, iin Horn orsclieiut es nicht, da C8 leichl verbrennlich isL. Von 
Dakinist diese Substanz bereita veifiittert worden. 

Audi die Diazoreaktion verschwindet bei der Methylierung des 
Casein. Ebenao wie die Acylierung nach Schotten-Baumann den 
Imidazolkei'ii dee Hiatidin, deasen Aminogruppe besetzt isl, aufspaltet, 
wird audi diirch die Metliylierxing der Ring gespalten, wenn aeiu Stick- 
atoff qualernare Bindungen angcnommen hat und dann mit Alkali erwilrml 
wird. Dies letztere hat Pinner bereits vor Iftngercr Zoit gezeigt, die Auf- 
spaltung bei der Acylierung hat GerngroB dargetan. Dae mothyliorte 
Hiatidin wtlrde dann neben AmoiaensHure und primiiren Bason oin Oxy- 
derivat der Amino-n-valeriansauro geben. Ober dcren Vorhallen im Tier- 
kdrper ist nidita bekannt. 


Bereitung des ''Ausgangsmaterials. 

Sie erfolgte genaunach den AngabcnvonEdlbaclier. Ftir den ersten 
Verauch wurde Caaein-HammaraLon (von Kahlbaum) genomnien und 
in Portioncn von 200 g gearbeilet. Im zweiten Verauch wurde ein tech- 
nisclies Casein des Handels verwendet und in einer Charge 4-00 g Protein 
zu methylieren verauclit. Dies envies sich nichl als zweekmaBig, Man 
bleibt besser bei der Vorschrift von Edlhacher und arbeitet in klcinercn 
Portionen; dadurch lUufl die Roaktion rascher zu Enclc, das EiwciB lilBl 
sich leichter nach dem Ausfilllen auswaschen und wird also dem sclitld- 
lichen Einflufl der Lauge schncller entzogeu. Der ersle Versiicli wurde 
mit Untcrstiitzimg des Hcrrn Dr. Schlicphakc aiisgefOlirL. 


Vorversuch mit methyliertem Casein. 

Das Melhylprodukt aus 200 g Casein wurde nocli feucliL mil Schwcfel- 
sLiiire hydrolysiert, die Schwefclsilure mit reinslcm Baryt wieder annilhornd 
entfernl, Fillrat und Waachwllsser eingeengl, bei ganz schwach sourer 
Reaklion gohalten und sorgfflilig auf Frciheil von Barium gcachtel. 
Diese Lhsimg hat oin Hund, der sonsl nur Karloffcln zu fressen bekam, 
unter scin Futtcr gemischt erhalten und ohne Schwicrigkeil gefressen. 
Dor Harn wurde einen Tag Ulnger gesammclt, die cinzclnen Tagesporlionen 
gemiscliL, liber Kieselgur filtricrt und gcmcinsam vernrbeileL. ZuersL 
wurde nur die HSlfie des Harus in Arbeit genommon. Sio wurde auf oLwa 
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ein Viertol konzontriert und bei starker scliwefelsaurer Reaktion mit 
Phosphorwolframsauro ausgefallt* Dio Fftilung klieb tiber Naclit stehen, 
wurde dann abgesaugt, aorgfaltig diircb nochmaliges VeiToiben mit schwe- 
felsaiirehaltigem Wasscr ausgewaseben und in der tiblichcn Weise in Aceton- 
■wasser mit Baryt zericgt. Die Lttsung der Karbonate wurdc mit tiber- 
schtlsaiger SalzsUure versetzL, im Vakuum zur Trockne gebraclit, mebrmals 
mit absolutom Atliylalkoliol ausgekoclit, die alkoholischon Auszttge ein- 
godampft und wiedor mit Alkoliol aufgenommen, imd dies so lange fort- 
gesetzt, bis die Ldsung der Basenchloridc frei yon anorganiseben Bei- 
mengungen war. Die hinreichend konzentriorte Ldsung der Chloride blicb 
dann iiber gebrannLeiu Kalk stehen, dabci scliiod sich ein feiner pulveriger 
Niederschlag ab, dor abgcaaugt mit wenig eiskaltom Alkohol gewasebeu 
wurde. Er war hygroskopisch und wog nach dem Trocknen 1,2 g. Er 
wurde in etwa 50 com absolutem Alkt^iol vertoilt und durch 2 com kon- 
zentrierto Salzs^ure in Ldsung gebificht, was aber erst nach weilerem 
Zusatz von 2 com Wassor gelang. Dio klaro I.tisung wurde mil einor hoifi 
gesftttiglen alkoholischon Ldsung von Sublimut auagofdllL, indem etwa 
das gleicho Voliimon von diosor zugegeben wurdc. Es schied sioh bald ein 
Ol ab, das mitKristallondurchsetztwarund im Laufevon zwei Tagon ganz 
erstarrte. Es wurde dann abgesaugt, und dor Niederschlag auf dor Nutsche 
mit Alkohol gewasohen. Niederschlag und Filtrnt wurdon getrennt im 
lieiBen, salzsUurelialtigcn Wasscr goldst und mil Schwcfelwasserstoff ge- 
sttttigl. Der UherschUssigo Schwcfclwasscrsloff wurde weggekocht und die 
Filtrate vom Sohwcfclquecksilbcr auf dem Wns6crl)adc oingeengL; die 
aus dem Sublimatniedcrschlag borciletc Ldsung gab mil Goldchlorid cine 
Fallung. Sic wurde mil 10%igcr GoldchloridlOsuiig aiisgefillll, die Fitllung 
wog nach dem Trocknen (iiber .SchwefelsUure mil Kalilauge) 2,35 g und 
schmolz l)ci 18.5 — 187*’. Sie wurdc aus 13 com zwcifacli normalcr SalzsUure 
umkristallisicrl; aus der heificn Losmig falll sic zimiichsl iilig, uin tiber 
Nacht krisLulliniscli zii erslnrrcn. Die Krislalln besLchcn aus ccchl groben 
flaclicn Plallcn und sehcu cinlicillich aus, Nach dom Uinkrislallisieren 
waroii 1,96 g vorhandcii, die zuerst bci ZiminortempcraUir ini Vakuum 
unter Schwofclsilurc uud Kalilauge, dann bei 80'’ iiber Phosphorpcnloxyd 
und Kalmmhydroxyd 3 Stunden gclrocknel warden. Sic zeigen dann bci 
170” geringes Siutern, zersetzen sich bei 185” und siud bei 198” volUg zer- 
setzL. Am Licht verfilrbcn sic sich. Wegen der geriiigen Zerselzung und 
dcs unscharfen Schmelzpunktes wurde nochmals aus 3 ccni 2-n-Salzsilurc 
uaikristallisiorl. Nacli dom Absnugen uud 'rrocknen, das iniiner unter 
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itabschluB gesctiab, wurden l,6ll g Kristalle eriialten, die bis zur 
dchtskonstaiiz bei 80® getrocknot, nach 7 Stuudeu 1,89 % an Gewichl 
oren haben. Sie dionton zur Analyse. Sie zeigen bei 125 — 130® geringes 
,ern und schmelzcn bei 187 — 189® bei langsamem Erliitzen. 

Analyse. 

e=r 15,457 mg; 6.981 mg Au (Spur verspritzt) 

6,998 mg CO 2 

3,392 mg HgO 

fiir QHaBOaNsAuaCls M.G. 867,3 
her. 12,437., C 2,67|7o H 45,367* Au 

gef, 12,357o C 2,467o H 45,177* Au 

13,521 mg; 6,112 mg Au; 6,282 mg CO 2 2,986 mg H 3 O 
gef. 12,687o C 2,477* H 45,317* Au 

e = 21,625 mg; 0,579 cem N* t-=)0® b = 758 mm 

15,875 mg; 0,426 cem Ng 1 = 13'’ b = 759 mm 

ber. fiir C,,Hg 302 N,AUaCl 8 M.G. 867,3 3,227* N 

gef. 3,227o N 
3,207* N 

B Analyse stimml also sehr gut auf das Halbbotain dcs Lysin, das an 
non beiden basiseben Gruppen die Goldchlorwasscrsloffailure (2 Mol.) 
bundon hat. 

Die aus dem Sublimatfillrat bereilete LOsnng gal) starke Rcaktion 
ch Jaff6 und Wcyl auf Krealinin, das mil Zinkchlorid daraus bereitet 
irde. 

Die zweite Hulfte dcs Hams (1100 com), die mil Chloroform kon- 
L'viert war, wird nach Verjagen desseibcu mil 60 cem konzcntricrlcr 
hwcfelsilurc und 500 cem 40%igor PhosphorwolframsilnrclOsung aus- 
filllt, die Filllung auf die gleichc'Weise vcrarbeilct, und die alkoholischo 
)8ung dcr Chloride wiederum zwei bis drei WocUen im Exsikkntor lil)cr 
brauntem Kalk stehen gclassen. Dev pulverige Nicderschlag wurde dieses 
al aber in otwa 20 com Wasser gclOst, olme Zusatz von Salzsilure und 
it oincr beiO gesilttigten wasscrigen Lbsung von SubliinaL ausgefiilh. 


Am nadisten T^agc wurde abgosaugt, die Fftllung aber mil einer cntsprc- 
chendeu Fallung aus dem zweiten Verauch vereinigt und dorl gemeinsain 
aufgearbeitot. 

Haupt-Versuch mit methyliertem Casein, 

In Arbeit genommen wurdon 800 g zur Methylierung, Die Auabcute 
an. methyliertem Protein betrug rund 550 g (irocken gerechnet). Es 
wurde wicder gleich hydrolysiert und das an SchwofelsUure armo, anBarium 
freie Hydrolysat 3 Tage lang an vier Hundo gofattort. Der tiber Kicselgur 
filtrierte Harn wurde im Vakuum eingccngl, was nur iinter Zusatz von 
Maschinentil mtiglioh war. Zur Flillung warden 1700 g Phosphorwolfram- 
sflure verbraucht, und dor Niedcrschlag mil mohr ale 5 kg Baryt (D. A. B. 5) 
zersetzt. Dies Zerlcgen in Acetonwassor und das Auswasclien dor Nicder- 
schlftge dauerte zwoi und eincn halbe^ Tag. Die Lbsuiig der Karbonate 
wurde mit Salzsflure ganz schwach strfzsauer gemacht (gogen Kongo) und 
dann im yakuura zur Trockno eingedampft. Alkohol hat jctzt nattlrlich 
reiohliohe Mengen der Chloride von Barium, dor Alkalien und von Ammo- 
niak abgeschieden. 

Das goreinigte alkoholisohe Filtral bloibt boi onlsproclionder Kon- 
zontration 10 Tage liber gebranntom Knlk slohon. Da die ttligo Ausschoi' 
dung niclit fost wordon wollte, wurde salzsHurchaltigcr Alkohol dazu go- 
gobcn und dann eine Krislallisation orreiclit. 

Das Chlorid 6,1 g wurde in Wassor golOsl und mit hoifior, gesllUiglor, 
wilssorig-alkoliolischcr SublimatlOsung gefillU. Bcim Abklllileu kam oin 
rasch erslarrendes Ol heraus. Nachdem das Goinisch tlbcr Nacht in Eis 
gestanden, und wcilerc Zugabe von SublimatlOsung kcinc neuc Flillung 
mehr gab, wurde abgcsaugl, uiid der fcucbt 25 g wicgende KristallJjrei 
aus 20 g Wasscr umkrisLallisiert. Das I’iltral wurde mit deni vorigcn 
vereinigt. Niedcrschlag und Fillrat wurdcn dann wic im crslen Vcrsuch 
mit Schwcl’elwassei'stofl' behandelt iiiicl das none Filtral oingeengl. 

Die Mutterlange des Cbloridnicderschlages von oben (6,1 g) wircl 
mil alkoholischcr Sublimatlbsung ausgcfalll, die balbwoicbe Fillluiig aus 
Wasser krislallisierl, und die aus dem Niedcrschlag bercilcte (’bloridllisung 
mit dem Filtrnt b verarbeilet. 

Subliinatniederschlag A. 

Beim Enlquecksilbern ist durcli Sprung dob Kolbens oin VerlusL 
eingelrclcn, und die wioder gcsammeUe Porlion vcrunriduigl wordon. 
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118 den beiden getrennt verarbeiteten Ldsujigen wurden 4 Chloridfrak* 
onen gewonnen, die nur ein leioht Idsliches Cliloraurat gaben, das sicb 
1 Licht uud beim ErwUrmen zersetzte. Die Cblorido crwiesen eicli aU 
reatiniuclilorid. Erhalten wirden 7,41 + + 0^8 g* 


Analyse. 

= 2,997 mg; 0,750 ccm N; t-20‘’ b«=759 mm 

= 60,256 mg; 4,047 ccm n/IO Ag; (nach Volhard) 

fUr QHjONu .HCI M.O. 149,5 ber. 28,13% 23,737o Cl 

gef. 28,35% Na 24,37% Cl 


Sublimatirigderschiag B. 

Mit dieser Fraktion wurdo der entsprechonde aus der zweiten HUlfte 
.ammende Harn des ersten Vorsuches verarbeitet. 

Die Chloride waren in absolutoni Alkohol sohr leicht IttsUch. Ihre 
'iisserige LBsung wird dcBwogon mit Natronlaugo abgosliimpft bis zur 
ben kongonegativen Reaktion nnd dann durch Eintragon von Natrium- 
ikraL damn gesBtLigt. Es filllt ein tiliger Niedorschlag ; or wird mil kail 
esattigter NatriumpikraLlfisung ausgekoclil nnd nach dem Erkalten 
Itriert. Der jetzt fcsloi’ gcM'ordene Niedorschlag wird uochmuls mil 
incm Liter lieiBeu Waasers uinkrislallisicrt, er fHlIl wiedor Blig, bogiunt 
ber zu krislallisiercn, Der Niedorschlag ivurde dann in Alkohol zortoill 
;twa 200 ccm 99%iger) und auf dem Wasserbad orwUrint, dabei iBat or 
ch nnr zum Teil. Ea wird heifl filtriert, das Filtrat eratarrt beim Erkalten 
alb airupBa und wird apilLer kristalliii. BoidoPikruto schnielzeu unscharf 
ei 65— TOO. 

Das pikrinallurclialtige Fillrat wird vorlttufig zurtlckgestellt, Daa in 
eiflem Alkohol lOsliciie Pikrat I wiogt 4,93 g und outhUlt wenigstene 60% 
ilcrinsUure. 

Daa in heiBem Alkohol ungelBsl gebliebene Pikrat II wiegt 19 g 
nd enthillt 62,6% Pikrinailure. 

Durch Zeraetzen mit Salzailure und Auslithern werdon Chloride 
rhalten, und daraua Chloraurnlo hergeatellt, da die LOsung oi'fenbar noch 
a'catinin onlhnllen hat. Jaffd- nnd Woylsoho Probe waron poeitiv, 
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Aus Pikrnt I wiirden folgendc Chloraurate herausfraktioniert: 

Nr. 2 Rohgewicht 3,7 g; daraus gcwonnon 

Nr. 2a 0,14) g Smp. 87 — 92®, beim Slehen am Lichl isersetzt. 

Nr. 2b 0,71 g erweicblboidfS® undschmilztvollstandig bei 80®;43,46% An. 
Nr. 2c 0,92 g Smp. 45 — 50®, wio Zwirnfllden krisiallisiorL. 

Nr. 2d 0,59 g Smp, 50 — 52®, vom gloiclicn Anssoheii 43,34% Au. 

Nr. 2e 0,67 g Smp, 55 — 65®, liygroskopisch, 42,9% Au. 

Nr. 3 2,364 g schmilzt bci 45 — 54®, zeraelzt sich boi etwa 140®. 

Nr. 4 0,90 g schmilzt zwieclien 65 nnd 90®, 42,6% An. 

Nr. 5 1,38 g schmilzt zwischcn 45 und 75®, 43,32% An. 

Nr. 6 nicht kristallisierende Muttorlangc. 

Aus Pikrat II entstcliLi 
Nr. 7 12,0 g schmilzt bei 45 — 57®, 42,8% An. 

Nr. 8 2,03 g schmilzt bei 70 — 84®, An. 

Nr. 9 oiu mil’ aehr schwor krisLallisiorondcs Ol, ans dom noch 0,3 nnd 
0,553 g ganz nnscharf schmeizoude Anralo vom gleichen Aus- 
sehen wie die vorigcu Fraktionen und eincm Coldgoholt von 
44,2 nnd 43,83®^ gcwouncn wcrdcn konntcn. 

Die Anralo waren alio lichtcmpfiiidlicli, hygioskopisch und koiinicn 
nicht bei htthcrcr Tcmperatur trockcn erholtcn vcrdon. Sio 'wurdon des- 
wegcn im "Wasser gelOsL, mil Schwcfelwasscrsloff zcrsel/t und dabei die 
obigen Prozeulzalilen fUr den Goldgehnlt gcwonnon. Sic be/.iehen sich 
also anf don Durchschuitlsgoldgchalt dor ganzon Frnkliou. 

Die Chloridlbsuiig dunstcle im Fxsikkatov (‘in nml l>licl) auch naoh 
langerem .Slehen im Yakunin Ubcr Knlilaugc sirupbs. Nnr in oinzelncn 
Fraktionen setzle eiue spilrlichc Krisiallhildung oin. Eh zeigti* sich also 
dor Goldgehalt in naher Dbcreinslinunung mit ilem fiir das «‘b(‘nfalls leichl 
Ibsliche Krcatininchloranral JuTiM-Imclou von 43,5’‘’„. 

Krcatiniii gibl cinen rcchl schwor IbslicUcn INii'ilorseldag init dor von 
Pauli empfohlenen Imidazoldikarbonaaiirc. Ea wnrdcn disswogt'n siinillioho 
Chloride mil Ausnahine des ans Nr. 5 bercilolcu ChlorauuUs. das fasl 
voIlsLiindig kristalbniscli erstarrl war. in WaKScr gelbsl nnd die veroiiiigle 
Lbsuug, die etwa 6,2 g Chlorid cnlhallcn niuBie, mil Silboraootal ent- 
clilort, das Filtrat mil Schwefelwasscr.stofr ciilailborl, im \ akuuni unler 
Znsatz von Wasscr so lange dcstilliorl. bis alln (il)ers('liii''sige Essigsiluie 
vortriebon war und dicse Lbsnng daim mil oiiiom (jbeisohub (bn Imidazol- 
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RilckfliiB gekoclit. Aub der heiBen LSsuug schied 
Jioht gauz reineB imidazolkarbonsaures Calcium 
' arum die Chloraurate sicli nichl trocknen lioBeu 
yeniger hygroskopiach geblieben waxen. Es war 
jhleppt worden, offenbar schon aiis der ersten 
die liber gebranntem ICalk gestanden hatto. 


Analyse. 

1) e=. 4,064 mg 1,265 mg H 2 O 4,250 mg CO 2 0,809 mg RUckstand 

2) e = 4,300 mg; 1,380 mg H 2 O, 4,875 mg CO 2 0,902 mg RUckstand 

fur C5H204N2Ca M.G. 194 ber.^30,93"/» C l,047o H 20,607o Ca 

1) gef. 28,537« C 3,487o H 19,917c Ca 

2) gef. 28,397o C 3,597c H 20,957c Ca 

1 ) e = 4,217 mg; 0,479 ccm N 2 ; t^l?" b^746 mm 

2) e = 4,835 mg; 0,543 ccm N 2 ; i'^^14,5" b^'TdO mm 

fiir C5H204N2Ca M.G. 194 her. 14,447o N 

1) gef. 13,137o N 

2) 13,097c N 


Demeiitsprechond gab die Muiterlnuge dieses nodi unroincii imidazol- 
dikarbonsaiiren Calcium, das auch durcli die Kristallform als solchcs 
sichergesLellt wurde, mil Oxalstlure cine rcichlichc FUllung. Um nichl ueue 
Sfturcu in die Bascnldsung zu bringen, wurden dicso durch doppollc Um- 
setzung mit Reiiieckcsalz gefUlll und dadiirch vom Calcium abgctrcniil. 
Mit frisch bercilotem, aus Wassor krislallisierlcm Rciiicckcsalz wurde aus- 
gefallt und sofort ein blaBrosa gefttrbter, in warmcm Wnsser ganz unlhs- 
licher Niederschlag bekomraen, dor nach dem Trocknen 9 g wog. Er war 
sorgfilllligst mil eiskalcem WasBor ausgewaschen worden. 

Erhallen wurde so oin Roineckal A iind seine Mullcrlange B. 
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Reineckat A. 


Wird in heiBcm ■wfisBetigcn Alkohol (je 250 com) zeiteilt iiud mit 
alkoholischer Subliraatlfisuiig zerlcgt. Das Gemisoh wurde zur volls LUndigen 
JJmsetzung mebrcre Stunden in der Warme gehalteu. Axis dem Filtrat 
xvird der Alkohol im Vakuum abdestilliert iind dabei ein Nieder- 
8chlag(weil3eKri8talle)Al crbaltcn. Die Quecksilberfallung des Reineckates 
■wird nochmals mit warmemWasser digeriert. Da8Filtrat=A3. Samtliche 
Fraktionen werden mit Scbwcfelwaasersloff entqueckailb eirt,im V akiium zur 
Trocknc gebracbt und mit sorgffiltig getrockiictem Chloroform axisgezogen. 

Die Analyse des Reineckates hattc keine Wcrte gegeben, die axif cine 
bestimmte Substanz schlieBen liel3ei)^*Am besten paBte noch Dimelby- 
lamin oder Trimctbylamin, d. b. cine sauerstoffreie Base. Dnzu wtirde 
auch die scbwere LOslichkeit des Reineckates passeu; dercn Chloride siixd 
in Chloroform IflsUch. In das Chloroform gingen aber mir scbr geringc 
Substanzraengcn., die zu einer Idontifizierung niclit ansreicbten. 

Dio Hauptmenge der Chloride ist in Alkohol ancli in der Kultc 
leioht Ibslich. Nach wochenlaugem Stehcu scheidet sich ein wenig Salmiak 
ans, von dem abfiltriert wird. Die Ltisung enthiilt aber auBerdem noch 
Spuren von Chrora. Der Alkohol xvird verdunslcl, die zurtickblcibendc 
wilsscrige LOsung mitPWSiu Schwefelgtiiire gefallt, Die FilUung xvird in 
Acelonxvasser zerleilL und mit Baryi zerlcgt, wobci ein baeisches, uinmonia- 
kalisch riechendcs Gas cnlxvcicht. Das harytalkalischc Fillral xvird mit 
Salzsilnrc kongosaucr gemachl und eingcengl, desgleichen die Salzsaixre, 
die beim Absaugen der barytalkalischcn Losung zxvischen Saugflnsche 
iindPiimpc eiugeschaltei xvorden xvar. Der Riickstand eiithicll wenig Ba C.I 2 
und viel NHi Cl; er wurdc mit Chloroform behandeU, das abei nur so 
gcringe Spuren loste, daB deren Identifizierung nnmoglich xvar. Di- oder 
Trimcthylaminchlorid xvar also nicht vorhanden. Dor Rurkslaiicl xvukIc 
dann mit nbsolutem Methylalkobolbchandcll. dor etxvas Ainmoniunichlorid 
herauslSste, das durch seine tlberfuluung in das PlaLinaL als solchrs be- 
stimmt wurde. Auch cine nochmaligc Exlraklion doi Reineckatfallung inil 
hciBem,xvilsscrigcn Alkohol ergab Ammoniak, keine kohlensloffhaltigoBase. 
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Reineckat—Mutterlauge B. 

Sic wird. mit Nalronlauge iiuter Zugabc von Ammoniumchlond 
irz aufgekocht iind dadurch das ttberschtiBsigc Reineckat zersetzt. Vom 
iromkydroxyd wird abfiltriert, das Fillrat mil Salzsilure tibersUuert 
id im Vakuum zur Trockne gcbraclil. Der Rticksland wird in absolutem 
Ihokol ansgekocbt und diese Behandlung zur Entfernuug dor anorga- 
schen Chloride wedexholt. 

Der Chloridrtickstand gibt boim Veraschen mu* Spuren von Kohle, 

Das alkoholisclie Filtrat entlialt Schwefel, offenbar also Snlze der 
hodanwasserstoffsdure, die bei der Zcrsetzuug des Reineckcsalzes frei 
iworden ist. Deshalh wird nach Entfernung dcs Alkohols mit Phosphor- 
olframsiiure gefallt uiid aus dem Nicdersclilag in hbliclier Weise iiber 
e Karbonate das Clilorid bereitet, das mit Goldchlorid eine F&llung gibt. 

Das rohe Ghloraurat wog 1,(35 g. Es wurde roil 28,5 com Salzsilure 
; 1) umkristallisiert und im Duntcien im Exaikkator liber Sebwefelsilure 
id Kaliumhydroxyd eingedunstet. 

Aus der oingedunsloteu ersten Muttcrlauge wird das tlberscbtissige 
oldcblorid mit Ather herausgewaschen und so noch cine zweile Portion 
iloraurat II orhalteu. 

Ghloraurat I (1,032 g) scbrailzt zwischen 90 und 92®, enihillt kein 
rislallwasser. Zur Analyse wird im Hochvakuiim und im Dunklcn liber 
aliumhydi'oxyd boi Zimmertcmpciatur gctrocknct. 


Analyse. 

e = 10,450mg 12,530mgAgCl 

e = 8,820 mg 10,710 mgAgCl 3,660 mgAu (Schiffchenumgefallen) 
r C5H13O3NH Au CI4 M.a 475,2 

ber. 2,567. H 12,68”/„ C 2,967« N 41,68 Au 
3o,oi7o a 
gef. 1) 29,667. Cl 

2) 30,047.. Cl 4!,57o Au 

Das Aural war im Dunkeln im Exsikknlor aurgehoben worden. 
•otzdem hatle es sicli verfiiibt. Es wurde daher nochmals aus verdiinuter 
ilzsiiure umkristallisiert und wieder im Vakuum liber KOH uud PgOg bei 
mmerlemperatur getrocknet. Smp. 89 — 91,5®, nach weilerem Stehen 
i Exsikkator 86 — 87®. Die Analyse ergab jetzt folgcnde Werte: 


Analyse. 

1) e- 12,020 mg; 5,980 mg CO 2 ; 2,790 mg H 2 O 5,190 mg Au 

2) e==12,710 „ 6,300 „ „ 3,120 „ „ 5,495 „ „ 

3) e= 14,020 mg 0,393 ccm N 2 t“21*’ 6 = 748 mm 

fi\r C 5 HHO 2 N.H Au CU M. G. 457,2 

her. 13,13Vo C 2, 64% H 3,067^ N 43,147o Au 

gef. 13,57 2,60 3,11 43,18 

13,52 2,75 43,23 

Dae erslo Aurat entliiolt also die Elemente cinos Moiokttl Wassors 
mohr, ale das zweite Aurat, Dieses Vcrlialton eutspriclvL dcin Aurat dcr 
8 -AminovalerianBllure, das auch dou hier bcobaclitcten Schmelzpunkt 
beeitzt. Durcb die Freuudlichkeil von Hcrm Prof. Ackermann, 
Wttrzburg, erliielt ich Aurat der S-Araiiiovaleriansaiiro vom Snip. 
86' — 88®; mit meinem Aurat gemiac^ sebmolz es bei 86-88®, zeigte 
also keine Depression. Es ist also gelungon, eine kleino Menge 8-Amino- 
valeriausUure aus dem Harn zu isoliereu. 

Dieses Aporrhegma haben Salkowski bei der Fttulnis vcrsclucdener 
Proteine, Ackermann bei der Fftulnis von Prolin unci Arginin orlialten. 

Aucb bier ist es wolil durch die Fduinis im Darm entstanden uiid 
nichl im Casein primUr vorgebildet gewesen. Dadurcli, dafi die Hundc 
mil dem Gemisch dcr freien Amiuosaiireu gel'iUterl, worden aind, ^varen 
unpbysiologische VerhUltnisse gesebaffen. Normalerweise wilrde daa frei- 
werdende Arginin (oder Argininpeptid s. Felix) hoforl vcrarbcitel werdoii. 
Hier blicb aber eiii Teil zeitweise im Darin, dem Angriff der FiUilniskcinie 
zuglhiglich, liegen, woil nichl rascii geniig rchorbierl worden konnto. 

Chloraurat II (0,802 g) bcginul bei 106® zu siuleni and aclimil'/L iin- 
scharf von 112—120®. Die Analyse ergab 11,26 und 11,25“', C; 2,85 und 
2,71% N; 49,45 und 49,04% Au. Der holic GoldgeluiU \var T. durcli 
Auseclioidung von krislallisicrtem Mclnll bedingL, das dureh Uedukiion 
cuLsiandcii war und mikroskopisch Icichl nachzuweiseii wav. I'is wuide 
daher noclimals nus wenig verdiinnter Salzs^ure uinkvistallihierL. 

Aux’al 11 bestchl jelzl aus sehr kiciuen buseludforiuig angeordnelen 
Nadeln, die optisch posiliv sind und in dcr Richtung d(‘r Liinghaxe aus- 
Ibschen. Erhalten wurden 8 egr, die im Gegensatz zu Aural I nichl liclu- 
empfindlich sind. Nacli dem Trocknen im Vakiuim iiber Caloiunioxyd 
schmelzen sie unscharf bei 143 — 145®. 
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5,383 mg Au; 
7,125 


Analyse. 

1) e= 12,103 mg; 6,080 mg COa; 2,930 mg H 2 O 

2) e= 16, 000 8,020 4,030 

fOr CsHiiON.HAuCU M.G. 441,15 
ber. 13,60'’/o C 2,747o H 44,707o Au 

gef. 13,70 2,71 44,48 

13,68 2,81 44,53 

Die zweite Foi'ui des Aurais der 5 -AminovaleriansHure liegt also niclit 
vor, vielleicht aber ihr Anliydrid, das Piperidou; das Aural davon isL nichl 
bekannt, kbnnle aber ebenso, wie das andcrer Sfturcamido z. B. von 
Acetamid, cxistenzfbbig sein. 

Das Chlorid, das aus Aural Nr. 5 (e. S, 59) erhallen wurde und 
kriBlallinisch crstarrte, wog 0,1 g; in irockenem Chloroform Ibslo os sick 
nichl, durch Umkristaili8ierenau#^lkoliol,Alkohol“ChloroformlieO os sioh 
nicliL reinigen; es wurde daherindasPlatinatverwandelt. Erhallen warden 

‘■"Wac.ofli.oplij.jQicht Ibsen. Smp. 196-200®. 

miaiyac. 

0=^4,5848 mg; 4,495 mg CO 2 ; 1,930 mg H 2 O 1,098 mg Pt 
gef. 26,967o C 4,757o H 24,1 47« Pt 

Dorans berechnet sich ein AtomvcrhSlinis Pt: C: H 1 : 18,1 ; 38,1 . 
Es kbnntc also das Halbbetain des Lysin vorliegen. 

ber. (CgH2i02N2)2 H 2 PtCle M.G. 792,35 
ber. 22,727. C 6,1 07« H 24,637. Pt 

ber. (CoHi()ON 2)2 Ii 2 PtCIs M.G. 756,32 
ber. 23.807. C 5, 337. H 25,807. Pt 

In der MuISLcrlnugc sLeckLc wicdcrum Calciumchlorid, weiLere orga- 
nische Basen licBen sich nichl herausarheilcn. 


Das Filtrat der Phosphorwolframsatire—Fallung. 

Hier inuBlcn die MonomelhylaminosUuren gesuchl wcrden. In 
ttblicher Weisc wurde durch Baryl und Kohlensiliirc das EallungbinilLcl 
und der tiherschlissige Baryl enlfernt. Das Fillral vcrhrauchlc clwa 
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10 com 2/1 nNatronlauge bis zuir scbwachen RotfSrbung von Pbenolphtha* 
lein. Es wurde dann im Vakunm zui Trockne gebracht und mit 200 com 
absolutem Alkohol der Hiickstand aufgenommen, der sicb darin in der 
Warme fast ganz Idste. Beim Erkalten kristallisierte Harastoff aus. Die 
Lbsung witd abgegossen und der KolbenrUckstand nocbmals mit 200 com 
absolutem Alkohol aufgenommen und dies vielfach wiederholt, bis beim 
Abkiihlen aus dem alkoholischen Filtrat nichts mehr auskristallisiert. ' 

Aus den alkoholischen Mutterlaugen konnte nur Harnstoff land eiu 
wenig Kochsalz gewonnen werden. Sie wurden sfimtlich, nachdem sie 
tiber ein Jahr zur Kristallisation gestanden batten, bis auf den letzten 
Rest durchuntersucht. 

Der in Alkohol unslbsliche Rtickstand wird mit wasseriger Salzsaure 
in Lbsung gebracht, die Lbsung wieder getrocknet und mit absolutem 
Alkohol die anorganischen Chloride aj^|;elrennt. Die alkoholische Lbsung 
wird mit Bleioxyd und Silberkarbonat entchlort, im Vakuum eingeengt, 
der Ruckstand mit Alkohol in Lbsung gebracht und einen Monat lang 
tiber gebranntem Kalk stehen gelassen. Es scheiden sich 0,9 g Allantoin aus. 

Analyse. 

e-=3,52Qmg; 1,100 com N 2 ; t — 23° b«759 mm 
fiir C 4 H 6 O 3 N 4 M.O. 158 ber. 35,4°'o N; 

gef. 35,187o N: 

Es lassen sich auch aus der Mutterlauge davon keine Aminosauren 
isolieren, sie gibt mit Kupferkarbonat keine blaue Lbsung. 

Die alkoholische Mutterlauge vom Allantoin und die Waschalkohole 
werden ebenfalls in gleicher Weise durchuntersucht. Aufier eiuer kleinen 
Menge Harnstoff und 6 eg Allantoin haben sie nichts ergeben. Monomethyl- 
aminosfluren sind also bei der Methylierung vom Casein nicht entstanden. 


Zusammenfassung. 


1. Der Prolyloxyprolin* odor Oxyprolylprolin-Komplex ist in der 
G-elatine vorgebildet. 

2. Ein Teil des Lysin der Gelatine und des Kasein hat cine Amino- 

jruppe frei. « 

3. Die Aminogruppen auclj nocli nndcrer, hier nicht gonannter 
Bauatoinc aoheinen unbesetzt zu scin, die Bauatoinc alao am Ende 
nnor Peptidkettc zu stohon. 


Mittel zur DurchfUbrung dicacr Arbeit und zu ilircr Drucklogung 
/erdanke ich dor RockefellcfFoundation, der Notgomcinschafl der doul- 
ichen Wissenachaft, der Vereinigung von FdrdcTcrn und Freunden dor 
Qnivcrsitflt Leipzig und der August Stern-Siftiing. Es iat mir einc an- 
^enobme Pfiicht, den Genanuteu aucli an dicacr Stelle meinen beaten 
Dank auszusprechen. 
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